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Untersuchungen iiber Hydratasen. 
Zur Wirkungsweise und Spezifitit der Fumarase. 


Von 
Kurt P. Jacobsohn. 


(Aus dem Institut Rocha Cabral, Lissabon.) 


(Eingegangen am 3. Oktober 1931.) 


In einer Arbeit! ,,Uber die biochemische Hydratisierung der Fumar- 
siure durch pflanzliche Zellen und Hefe‘‘ wurde gezeigt, daB dieser 
bis dahin nur beim Stoffwechsel des Tieres und bei einigen Mikro- 
organismen beobachteten Reaktion allgemeine Geltung in der Biochemie 
der lebenden Substanz zukommt. Spatere Untersuchungen mit 
A. da Cruz bestitigen diesen Befund, der auf Versuchen mit Hefe- 
praparaten und anderen aus Bohnen und Erbsen basierte, durch den 
Nachweis, daB auch alle untersuchten Getreidesorten® sowie die Samen 
und griinen Blatter® einer Reihe von anderen Pflanzen dieselbe weit - 
gehende Hydratisierung der Fumarsaure zu 1-Apfelsiure vermitteln. 
Auch bei den Versuchen mit vegetalischem Material war, wie friiher 
bei solchen mit tierischem Gewebe, ein konstantes Gleichgewicht 
zwischen den Carbonséuren zu beobachten, das sich in gleicher Weise 
von beiden Seiten des Systems einstellte (1. c.4). 

Die Wirkungsweise der biologischen Agenzien bei dieser Hydratisierung 
und ihrer Reversion gab erneut Anla8, den noch umstrittenen Anschauungen 
Battellis und Sterns* und anderer Autoren zu folgen und die biochemische 
Wasseranlagerung an die Fumarséure bzw. die Dehydratisierung der 
1-Apfelsiure der enzymatischen Titigkeit der ,.Fumarase‘‘ zuzuschreiben, 
MaBgebend dazu waren, auBer den Erfahrungen anderer Forscher iiber 


1 K. P. Jacobsohn, diese Zeitschr. 284, 401, 1931. 

2 K. P. Jacobsohn u. A. da Cruz, C. r. Soc. biol. 107, 94, 1931. 
3 A. da Cruz, ebendaselbst 108, 198, 1931. 

4 F. Battelliu. L. Stern, C. r. Soc. biol. 84, 305, 1921. 
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die tierische Fumarase, meine mit ihren Befunden  tibereinstimmenden 


Beobachtungen mit Hefepraparaten und pflanzlichem Material. — ,,Die 
Aktivitaét der von mir bereiteten Aceton-trockenerbsen, die aus ihnen und 
der Hefe bereiteten Safte, die die Léslichkeit des aktiven Prinzips beweisen, 
sowie die Sistierung des Prozesses durch kurzes Erhitzen der Ansitze be- 
stitigen die Annahme Sattellis und Sterns. Auch die Reversibilitét des 
Systems ist eine Stiitze fiir die Hypothese eines in typisch-katalytischer 
Weise wirkenden Ferments.*‘ 

Hauptargument fiir den enzymatischen Charakter einer Reaktion 
bleibt aber der Nachweis der Spezifitat des wirkenden Ferments.  Seit 
den Untersuchungen von Dakin wissen wir, daB unter dem EinfluB der 
Fumarase reine |-Apfelsiure gebildet wird, das Ferment demnach durch 
stereochemische Spezifitat ausgezeichnet ist. Uber den Mechanismus dieser 
asymmetrischen Wirkung der Fumarase wurden schon friiher (Jacobsohn, 
l.c.) Betrachtungen angestellt; nach diesen ist die Neubergsche Theorie 
iiber die fermentative Bildung von mehr als 50°, reiner aktiver Milchséure 
aus Methylglyoxal auch auf die Hydratisierung der Fumarséure anwendbar, 
deren ungesaéttigter Charakter durch Anlagerung von optisch aktiven 
Zellbestandteilen die katalytische Wasseraddition in asymmetrischer Weise 
Ebenso wurde berichtet, daB es bisher nicht gelang, die Kon- 


gestattet. 
des Enzym- 


figurationsspezifitat der Fumarase durch Vorbehandlung 
materials, durch Zufiigung von optisch-aktiven Fremdk6érpern zu den 
Versuchsansitzen oder nur durch Anderung der Substratkonzentration 
so zu beeinflussen!, daB8 unter Umkehrung der optischen Orientierung des 
Enzyms, wie sie bei Lipasen und der Phosphatase beobachtet wurde, etwa 
d-Apfelséure aus der Fumarsiaure gebildet wurde. Neben der stereo-isomeren 
Selektion ist es aber vor allem die strukturchemische Spezifitat, die den 
Angriff eines Ferments auf sein Substrat kennzeichnet. Schon Battelli 
und Stern (l. ¢.) sowie Dakin? beobachteten die Resistenz der Maleinséure 
gegen tierische Fumarase. Es sind ferner auBer der Uberfiihrung der Fumar- 
siure in ]-Apfelsiure noch andere biochemische Hydratisierungen ver- 
schiedener Substrate durchgefiihrt worden, von denen spiter die Rede 
sein wird. Indessen laBt die Wahl verschiedener Versuchsbedingungen 
bei diesen Untersuchungen keine Vergleichsméglichkeiten zu, und daher 
blieb. die Frage, ob hier die Fumarase oder andere biochemische Agenzien 
wirkten, offen. Es war demnach dem Problem der Strukturspezifitat der 
Fumarase nur dadurch niher zu kommen, daB Substrate verwandter 
Konstitution unter gleichen Bedingungen dem EinfluB des biochemischen 
Agens unterworfen wurden. In einer Notiz: .,Untersuchungen tiber die 
Spezifitat der Hydratasen“* wurde so berichtet, da die Crotonsaure, 
die nach Friedmann und Maase* unter bestimmten Bedingungen durch 
tierisches Gewebe in 1-$-Oxybuttersaure iibergefiihrt werden soll, unter den 
Versuchsbedingungen der Fumarséurehydratisierung durch Acetonerbsen 
und Hefe, deren Gehalt an Fumarase erwiesen ist, nicht angegriffen wird; je- 
doch wurden bei einer Modifizierung der Bedingungen das Verschwinden 
geringer Mengen des Substrats und neuerdings auch die Bildung eines 


1 Siehe EZ. Bamann, Arch. Pharm. 269, 356, 1931. 

2 H. D. Dakin, Journ. of biol. Chem. 52, 183, 1922. 

3 K. P. Jacobsohn u. F. Bello Pereira, ©. r. Soc. biol. 108, 208, 1931. 
4 Ff. Friedmann u. C. Maase, diese Zeitschr. 55, 450, 1913; 61, 282, 


1914; siehe aber F. Battelli u. L. Stern, 1. ec. 
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linksdrehenden K6érpers beobachtet. Die Annahme der Existenz mehrerer 
spezifischer ,,Hydratasen‘‘' erscheint demnach gegeben. 

In Fortsetzung dieser Versuche sollten in vorliegender Arbeit 
die Grenzen des Wirkungsbereichs der Fumarase ermittelt werden. 
Es wurde daher ein Substrat auserwaihlt, das der Konstitution der 
Fumarsdiure nahe kommt, und zwar die Methylfumarsaure (Mesacon- 
sdure). Im Falle der Hydratisierung dieses Substrats konnten zwei 
verschiedene Oxysauren entstehen, die /-Methylapfelsiure I oder die 
Citramalsiure («-Methylapfelsaure) II: 

I. COOH .CH(CH,).CH(OH).COOH; 
II. COOH . C(CH;)(OH).CH,. COOH. 


Indessen ergaben die Versuche, daB die Mesaconsiure dem Angriff 
der Fumarase unzuganglich war, wahrend Fumarsiure bei absolut 
der gleichen Versuchsanordnung weitgehend in |-Apfelsaéure  iiber- 
gefiihrt wird. 

Die Herstellung der Versuchsanséitze mit Methylfumarsdure er- 
folgte genau unter denselben Bedingungen, die seinerzeit bei der Hydra- 
tisierung der Fumarséure angewendet worden waren. Jedoch mubte 
bei den Versuchen mit Mesaconsaéure von der erprobten bequemen 
Versuchsmethodik der Fumarsaurehydratisierung abgesehen werden, 
bei welcher die fortschreitende Bildung der linksdiehenden Apfelsaure 
durch polarimetrische Beobachtung der Versuchsfliissigkeit in Gegen- 
wart von Uranylacetat verfolgt wurde. Nachdem namlich die optische 
Untersuchung des Mesaconsiureansatzes mit Acetonerbsen nach 
zweitagiger Digestion im Brutschrank keinen Anhaltspunkt fiir die 
Bildung eines aktiven Produkts aus der Methylfumarsdure ergeben 
hatte, wurde, wie bei den friiheren Versuchen mit Crotonsaure 
(l.c.), die Tatigkeit des Ferments durch die Bestimmung der in 
Lésung verbliebenen Menge am ungesattigten Substrat derart verfolgt, 
da8B aliquote Teile der Versuchsfliissigkeit quantitativ auf ihr Bindungs- 
vermégen fiir Brom untersucht wurden. Die Bestimmung erfolgte 
volumetrisch, indem zur enteiweiBten und neutralen Ansatzlésung 
ein Uberschu8 von n/10 Brom-Bromidlésung zugesetzt wurde, und 
das unverbrauchte Brom nach einiger Zeit zuriicktitriert wurde. 
Vorversuche mit dem reinen Substrat ergaben, daB die Versuchs- 


1 Die Bezeichnung ,,Hydratase* fiir die ..ferments hydratants et 
déshydratants** Battellis und Sterns scheint mir anderen Benennungen, 
wie z. B. .,Hydato-transportasen** oder .,.Hydatasen", die sich gleichfalls 
in der Literatur finden, vorzuziehen 

2 K. P. Jacobsohn, 1. ¢. 

3 Siehe auch B. M. Margosches u. W. Hinner, Zeitschr. f. analyt. Chem. 
64, 61, 1924. 
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fehler eine Grenze von 2 bis 3°, nicht iiberschritten, die Methodik 
folglich den Anspriichen der Aufgabe geniigte. Die Resistenz der 
Methylfumarsaure gegen die Fumarase bestatigte sich bei der Auf- 
arbeitung der Versuchsansiatze, indem aus diesen die Mesaconséure 
quantitativ wiedergefunden werden konnte, wie die Wagung der Aus- 
beute und auch die Bromtitration eines Teiles derselben bewiesen. 
Ebenso zeugte der Schmelzpunkt des isolierten Rohprodukts bereits 
fiir die Reinheit der wiedergefundenen Mesaconséure und damit fiir 
die Resistenz des Substrats. Abgesehen davon wurde eine 10° ige 
Lésung desselben Rohprodukts einer polarimetrischen Priifung im 
2-dm-Rohr unterworfen, ohne daB sich — auch nicht in Gegenwart 
von Uranylacetat — der geringste Anhaltspunkt fiir die Anwesenheit 
eines optisch aktiven Derivats der Methylfumarséure ergeben hatte, 
dessen Aktivitat sicherlich intensiv gewesen ware!. Uber methodische 
Einzelheiten wird im experimentellen Teile der vorliegenden Arbeit 
berichtet. 

Es kénnte hier der Einwand erhoben werden, die Resistenz der 
Methylfumarsaure beruhe etwa auf der Giftigkeit dieses Substrats 
fiir die pflanzliche Zelle, so daB die Tatigkeit der Fumarase gelahmt 
wirde ; indessen zeigte ein weiterer Ansatz, bei welchem die Versuchs- 
fliissigkeit neben der Mesaconséiure noch Fumarsaure enthielt, daB 
letztere ohne weiteres in ]-Apfelsiure iibergefiihrt wurde. 

Ich glaube, obige Versuchsresultate dahin deuten zu diirfen, dap 
man die ausgepragte strukturchemische Spezifitat der Fumarase als be- 
wiesen betrachten kann. 

Die angefiihrten Versuche mit der Methylfumarsaure als Substrat 
finden in gewissem Grade ein Gegenstiick in Newbergs Beobachtungen 
iiber die strukturchemische Spezifitaét der Carboxylase. Newberg und 
Mitarbeiter zeigten, daB sich der Wirkungsbereich dieses Ferments 
zwar nicht auf die carboxylatische Spaltung der Brenztraubenséure 
beschrankt, sondern auch die Mono-? und Di-methylbrenztraubensaure# 


1 Neuere Untersuchungen von W. D. Bancroft u. H. L. Davis (Journ. 
physical. Chem. 34, 897, 1930; Chem. Centralbl. 1930, II, 3260) .,iiber die 
optische Drehung der 1-Apfelséure‘‘ haben ergeben, daS die auffallende 
Abhangigkeit ihrer spezifischen Drehung von den Konstanten ihrer Lésung 
darauf beruhen diirfte. daB sich in dieser ein Gleichgewicht zweier ent- 
gegengesetzt drehender Tautomerer der 1-Apfelsiure bildet; von diesen 
tritt jedoch z. B. in Gegenwart von Uranylacetat nur die hoch aktive links- 
drehende Form in Erscheinung. Dieser ,,Apfelsiureeffekt‘* konnte bestimmt 
auch fiir eine optisch aktive /-Methylapfelsaure erwartet werden; die hohe 
Drehung der Citramalsaéure ist schon durch die Beobachtung W. Warck- 
walds bekannt (Ber. 32, 713, 1899). 

2 C. Neuberg u. J. Kerb, diese Zeitschr. 47, 405, 413, 1912. 

3 H. K. Sen, ebendaselbst 148, 195, 1923. 
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dem enzymatischen Angriff erliegen; Newberg und Weinmann fanden 
jedoch, daB die Trimethylbrenztraubensaure?! sich vollkommen resistent 
gegen die Hefencarboxylase verhalt, da sie nicht enolisierbar ist. 


Nach dem Beweis der strukturchemischen Spezifitat der Fumarase 
sollte nunmehr der enzymatische Charakter der Hydratisierung der 
Fumarsaure ebenso tiberzeugend begriindet sein, wie der einer groben 
Zahl von Fermenten, die in der Literatur allgemein als Enzym an- 
erkannt und klassifiziert sind. 


Auf der anderen Seite fordert die Fumarase zum Vergleich ihrer 
Wirkungsweise mit den Eigenschaften anderer Fermente heraus. So 
erschien es eine lohnende Aufgabe, die Fumarasewirkung daraufhin 
zu untersuchen, ob ein spezifischer Aktivator nicht enzymatischer 
Natur als Bestandteil des Fermentsystems derart Teil am Hydrati- 
sierungsprozeB naihme, daB erst seine Mitwirkung die enzymatische 
Katalyse auslése. Wir kennen sowohl bei den Hydrolasen wie den 
Desmolasen Beispiele solcher Aktivierungen durch die sogenannten 
.,Co-Fermente. Ich erinnere an die Enterokinase und ihre Wirkung 
auf die tryptatische Spaltung der Proteine (Waldschmidt- Leitz), weiter 
an das ,,.Komplement* der Amylasen?, dem eine gewichtige Rolle bei 
der Starkeverzuckerung zugeschrieben wird (Pringsheim). Von hervor- 
ragender Bedeutung ist vor allem die Tatigkeit der Co-Zymase bei der 
Zuckergarung ; ihre Wirkungsweise und chemische Konstitution konnten 
in den letzten Jahren weitgehend aufgeklart werden (Neuberg, v. Euler). 
Andere Untersuchungen haben bewiesen, dais auch Dehydrasen ge- 
wisser co-enzymatischer Mitwirkung bei ihrer ,,oxydierenden” Tatigkeit 
bediirfen (Fodor)?. 


Zur Untersuchung der Fumarasewirkung bediente ich mich einer 
Versuchsanordnung, die Newberg u. Rosenthal* zum Beweis der coenzym- 
freien Betétigung der Carboxylase benutzt hatte. Saft aus Acetontrocken- 
erbsen sowie Hefemacerationssaft wurden bei verschiedenen Temperaturen 
mehrtagiger Dialyse durch Pergament- und Kollodiummembranen 
unterworfen. Wahrend bei solcher Behandlung bekanntlich die 
Co-Zymase unter Inaktivierung der Fermentlésung von der Apo- 
Zymase getrennt werden kann, indem die erstere wie auch andere Co- 
Enzyme durch die Membran diffundiert, nahm die Aktivitét der ver- 
wendeten Enzympraparate gegentiber der Fumarsaure nicht merklich 


1 C. Neuberg u. F. Weinmann, diese Zeitschr. 200, 473, 1928. 

2 Siehe auch H. Pringsheim, ebendaselbst 238, 476, 1931. 

3 Siehe auch A. Fodor u. L. Frankenthal, Fermentforsch. 11, 469, 1930. 

* C. Neuberg u. P. Rosenthal, diese Zeitchr. 51, 141, 1913; C. Neuberg, 
ebendaselbst 71. 6. 1915. 
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ab. Weitere Versuche zum Nachweis einer ,,Co-Fumarase‘‘ wurden 
mit Trockenhefe unternommen, indem diese bei Zimmertemperatur 
mehrmals griindlich mit einem vielfachen Wasservolumen ausgewaschen 
wurde. Der Hefertickstand war noch stark aktiv gegen Fumarsiure, 
er vermag jedoch nicht die ,,Hydratisierung‘t des Methylglyoxals zur 
Milchsiure zu katalysieren, da die Ketonaldehydmutase co-enzy- 
matischer Mitwirkung bedarf?. Kontrollversuche mit der ausgewaschenen 
Hefe ergaben, dab diese frei von Co-Zymase war bzw. Glucose nur in 
Gegenwart von Hefekochsaft vergirte. Die Hydratisierung der Fumar- 
sdure wurde wie friiher durch polarimetrische Bestimmung der ge- 
bildeten 1-Apfelsdure verfolgt. Meine Versuche lassen den Schlup zu, 
dap die Tdatigkeit der Fumarase nicht der Aktivierung durch ein Co- 
Ferment bedarf/, es sei denn, die Eigenschaften der hypothetischen 
,,Co-Fumarase“ wichen grundsatzlich von denen der Co-Zymase und 
anderen Co-Fermenten ab. 

Ist auch durch diese Untersuchungen iiber die Wirkungsweise und 
Spezifitat der Fumarase der individuelle Charakter des Enzyms kaum 
mehr zweifelhaft, so war es doch von jeher unwahrscheinlich, daB die 
Hydratisierung der Fumarsaure einen Einzelfall im Stoffwechsel der 
Zelle darstellt. Schon Battelli und Stern (1. c.) betrachten die Fumarase 
als Prototyp einer in der Natur verbreiteten, aber wenig untersuchten 
Enzymgruppe der ,,Hydratasen“. Die Betrachtung des Wirkungs- 
mechanismus der Fumarase im Stoffwechsel der Zelle diirfte auch die 
physiologische Aufgabe anderer Hydratasen veranschaulichen. Die 
an Dehydrierungswasserstoff verarmte Fumarsiure wird namlich 
durch die enzymatische Anlagerung der Elemente des Wassers an ihre 
Doppelbindung einmal wieder dem Zugriff der Dehydrasen zugianglich, 
andererseits wird dem Substrat ohne direkte Oxydation Sauerstoff 
zugefiihrt, und so der Bildung des Kohlendioxyds, des Endprodukts 
des oxydativen Stoffwechsels, der Weg bereitet®?. Die physiologische 
Aufgabe anderer Hydratasen diirfte gleichfalls in solcher Hilfestellung 


1 4. Gottschalk, H. 176, 314, 1928; P. Mayer, diese Zeitschr. 2383, 362, 
1931. Siehe auch nachstehend 8. 10. 

2 Neueren Untersuchungen von E. Treeniessen u. E. Brinkmann (H. 187, 
137, 1930) zufolge soll das Kohlendioxyd im tierischen Stoffwechsel nicht 
durch direkten carboxylatischen Zerfall von Brenztraubenséure gebildet 
werden. Die Autoren schlieBen vielmehr aus ihren Ermittlungen bei der von 
ihnen im ,, Durchstrémungsversuch“ durchgefiihrten Uberfiihrung von Brenz- 
traubenséure in Bernsteinséiure, daB nicht Acetaldehyd bzw. Essigséure 
Zwischenprodukte dieses Oxydationsprozesses sind, sondern wahrscheinlich 
Diketoadipinséure HOOC .CO.CH,.CH,.CO.COOQOH, die hydrolytisch 
in Bernsteinsiure und Ameisenséure zerfalle; CO, wiirde dann bei der 
Zersetzung der Ameisensdure gebildet (vgl. auch H. Wieland, Zeitschr. f. 
angew. Chem. 44, 579, 1931). 
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bei der Dehydrierung bestimmter Substrate zu suchen sein, und zwar 
besonders der Fettsauren. Der Mechanismus der sogenannten /-Oxy- 
dation (Anoop) ist ohne weiteres durch das abwechselnde Wirken von 
Dehydrasen und Hydratasen auf die Fettsiuren zu deuten!', die zuerst 
zu ungesadttigten Carbonsauren dehydriert und dann zu Oxysiuren 
hydratisiert werden, die ihrerseits wieder zu Ketosduren dehydriert 
werden. Thunberg u.a. haben in der Tat im Methylenblauversuch 
nachgewiesen, daB eine Reihe von Fettsduren und Oxysiuren zum Teil 
ausgezeichnete Donatoren von Dehydrierungswasserstoff sind; die 
enzymatische Wasseranlagerung an die intermedidr entstehenden un- 
gesdttigten Fettsduren durchzufiihren und so den Mechanismus der B-Oxy- 
dation aufzukldren, ist das Arbeitsprogramm des hiesigen Laboratoriums. 

Schon friiher wurden experimentelle Untersuchungen iiber bio- 
chemische Hydratisierungen mit einfachen Substraten durchgefiihrt. 
So konnte Dakin die Umwandlung von Zimtsiure in #, 6-Phenyl- 
oxypropionsaéure? und von Glutaconséure in £-Oxyglutarséure * nach- 
weisen. Physiologisch wichtig sind vor allem die Hydratisierung der 
Acrylsaure durch Muskulatur* und die schon erwahnte Uberfiihrung 
der Crotonsiure in 1, 6-Oxybutterséure (und Acetessigsiiure) durch 
Friedmann und Maase (1. c.), die allerdings von Battelli und Stern (1. c.) 
nicht reproduziert werden konnte. Wie schon oben berichtet, haben 
wir im hiesigen Laboratorium die Hydratisierung der Crotonsiure 
mit pflanzlichen Zellen® versucht und neuerdings auch eine teilweise 
Umsetzung des Substrats unter Bildung eines linksdrehenden Produktes 
beobachten kénnen. Wir hoffen, in Kiirze tiber die Isolierung und 
Identifizierung dieser Substanz berichten zu kénnen.  Sollen diese 
Versuche den Abbau der Buttersiure im Stoffwechsel der Zelle auf- 
klaren, so versucht Herr Dr. Tapadinhas durch die Hydratisierung 
der Acrylsiure die ,,Oxydation der Propionséure im Organismus 
zu verfolgen. Es ist geplant, die Ergebnisse dieser Versuchsreihe durch 
Heranziehung héherer ungesiattigter Substrate wie auch von Dicarbon- 
siuren und der Aconitséure zu ergainzen. 

Sollte sich die hydratatische Bildung von Milchséure und £-Oxy- 
buttersaure bestatigen, so diirften die erwaihnten Substrate trotz ihrer 


1 Siehe auch 7’. Thunberg, Skand. Arch. Physiol. 40, 1, 1919; H. Wieland, 
IXrgebn. d. Physiol. 20, 477, 1922. 

2 H. D. Dakin, Journ. of biol. Chem. 6, 203, 1909. 

3 Derselbe, ebendaselbst 52, 183, 1922. 

4 Siehe C. Ahigreen, Skand. Arch. Physiol. 47, 73, 1925, Suppl.-Bd. 
Aus dem Zitat geht leider nicht hervor, ob in der Tat die Milchsiure als 
Produkt der Hydratisierung identifiziert worden ist; die Originalarbeit 
Dakins war mir bisher nicht zugéanglich. 

5 K. P. Jacobsohn u. F. Bello Pereira, |. c. 
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nahen chemischen Verwandtschaft von zwei spezifischen Hydratasen 
umgesetzt worden sein, denn aus der Crotonsaure soll sich B-Oxy- 
buttersiure bilden, aus der Acrylsiure jedoch «-Oxypropionsaure. 
Von der Milchséure, deren Sonderrolle im Stoffwechsel ja bekannt 
ist, abgesehen, sind ausschlieBlich B-Oxyfettsauren bei der Durch- 
fiihrung biochemischer Hydratisierungen gebildet worden, was mit 
den Erfahrungen der physiologischen Forschung tiber die Oxydation 
der Fettsauren iibereinstimmt. Eine Sonderstellung unter den letzteren 
nimmt die Weinsiéure ein, deren Abbau noch véllig im Dunkeln liegt. 
Es ware denkbar, daB auch bei dieser eine Hydratase eine Rolle spielt, 
indem sie in diesem Falle einen DehydratisierungsprozeB am Substrat 
vornimmt, das dann als Oxyfumarsaéure (Oxalessigséure) carboxylatisch 
abgebaut wird. Durch einen solchen Mechanismus ware auch die Zer- 
setzung der Weinséure durch die Hefecarboxylase erklarlich. Durch 
abwechselnde Dehydratisierungen und darauf folgende Hydrierungen 
der Substrate kann auch die Umwandlung von Kohlenhydraten in 
‘ette erklirt werden (vgl. H. Wieland, |. c.). DaB in der Tat Hydratasen 
auch zur Reversion ihrer Wirkungsweise befaihigt sind, zeigten schon 
Battelli und Stern fiir die tierische Fumarase und spater meine Unter- 
suchungen mit pflanzlicher und Hefefumarase. 

Im allgemeinen diirfte die physiologische Aufgabe der Hydratasen 
nicht auf die Hydratisierung von ungesattigten Fettsaiuren be- 
schrankt sein. Battelli und Stern (1. c.) halten z. B. physiologisch so 
wichtige Umwandlungen wie die des Cholins in das Neurin und des 
Kreatins in das Kreatinin (bzw. die Umkehrung dieser Prozesse) fiir 
enzymatische Dehydratisierungen, die sich allerdings bedeutend lang- 
samer vollzogen als z. B. die Bildung der 1-Apfelsaure durch die Fumarase. 
Weitere Gegenstiicke zur Titigkeit dieses Ferments sind unter Um- 
stinden die biochemischen Wirkungen der sogenannten ,,desaggre- 
gierenden“ Fermente, die durch Wasseranlagerung kolloide Substrate 
wie die Proteine und die Starke der Einwirkung der Hydrolasen zu- 
ganglich machen. Vielleicht sind auch diese Hydratasen spezifische 
Fermente. 

Sollten sich diese Vermutungen iiber die vielseitigen Aufgaben 
der Hydratasen bestatigen, so diirfte es allerdings unumganglich werden, 
diesen Fermenten eine besondere Behandlung auBerhalb der bekannten 
Enzymgruppen einzuraumen. 

Die Fumarase als heute wohl erforschter Prototyp der anderen 
bisher noch wenig untersuchten hypothetischen Hydratasen wurde 
bisher in Lehr- und Handbiichern der Fermente zusammen mit den 
Azidodehydrasen behandelt, mit denen sie allerdings in der Zelle ge- 
meinsam wirkt ; indessen sollen die Fermente im ,,natiirlichen System“ 
nach ihrer Wirksamkeit auf ihre Substrate eingereiht und beschrieben 
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werden. Unsere neuen Kenntnisse tiber die Biochemie der Fumarase 
geben ihr heute Anspruch auf einen Sonderplatz in der Reihe der 
Enzyme. Es ist klar, daB die Hydratisierung eines ungesittigten 
Substrats zu einer Oxyverbindung bzw. die Reversion eines solchen 
Prozesses keine Molekiilspaltung oder Synthese im Sinne der Wirkung 
der Hydrolasen darstellt; die Tatigkeit der Hydratase erfolgt vielmehr 
am intakten Molekiilverband des Substrats; sie ist ein Beispiel einer 
echt monomolekularen Reaktion im Gegensatz zu der pseudo-uni- 
molekularen Wirkungsweise der hydrolytischen Fermente, da_ hier, 
auch bei der Annahme einer Einschrankung der Wasserkonzentration 
im Gleichgewicht der Carbonsiuren auf die theoretisch erforderliche 
Menge, das kinetische Bild der monomolekularen Reaktion erhalten 
bleiben miiBte!. Die historische Unterbringung der Fumarase bei den 
Dehydrasen, also unter den Desmolasen, begegnet aber ebenfalls 
Schwierigkeiten, selbst wenn man ihr in dieser Hauptgruppe einen 
eigenen Platz, gleichberechtigt mit dem der Dehydrogenasen, einraumen 
wollte; denn weder strukturchemisch noch thermodynamisch entspricht 
die Hydratisierung der Fumarsaiure bzw. die Wasserabspaltung aus 
der 1-Apfelsiure der gebrauchlichen Definition der Desmolasen®. So 
, lést“* oder kniipft die Fumarase keine Kohlenstoffketten wie die 
Glykolase oder die Carboxylase Newbergs, noch ist sie direkt an der 
Auslésung energieliefernder Oxydationsprozesse beteiligt wie die 
Dehydrasen (Oxyredukasen), die Oxydasen und auch die Katalase ; 
die Energieverschiebungen im System 1-Apfelsiure => Fumarsiure 
sind so unbetrachtlich, daB sie praktisch nicht ins Gewicht fallen. 
Von den Desmolasen stellt héchstens die Ketonaldehydmutase Neubergs 
bei oberflachlicher Betrachtung einen Parallelfall zur Fumarase dar. 
Indessen ist die strenge Klassifizierung der enzymatischen ,,Hydrati- 
sierung’’ des Methylglyoxals und anderer Ketonaldehyde noch nicht 
restlos méglich. Newberg stellt das Ferment der Aldehydrase an die 
Seite, indem es am Substrat eine ,,innere Cannizaro-Reaktion* vollzieht. 
In jedem Falle jedoch ist bei einem genauen Vergleich der biochemischen 
Aufgabe der Ketonaldehydmutase mit der der Fumarase ein grund- 
sitzlicher Unterschied nicht zu verkennen. Unter dem EinfluB der 
ersteren erfolgt die Hydratisierung letzten Endes derart, daB das 
Wassermolekiil — rein schematisch betrachtet — in seine Elemente 
geteilt einen OxyreduktionsprozeB an einem gesattigten Molekiilverband 
vornimmt und so einen Ketonaldehyd unter grundlegender Umformung 


' Eine experimentelle Untersuchung der Kinetik der Fumarasewirkung 
unter diesem Gesichtspunkt ware eine interessante Aufgabe fiir die physi- 
kalisch-chemische Fermentforschung. 

2 Siehe auch C. Neuberg u. C. Oppenheimer, diese Zeitschr. 166, 450, 
1925; C. Oppenheimer, Lehrbuch der Enzyme 1927. 
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seiner chemischen Struktur in eine Oxycarbonsaéure tberfiihrt; im 
Falle der Fumarase wird aber eine Addition des Wassers an die 
Doppelbindung eines Olefinderivats vollzogen, ohne daB die entstehende 
gesiittigte Oxyverbindung, die Apfelsdure, sich chemisch so grund- 
satzlich von der Fumarsaure unterschied, wie z. B. die Milchséure vom 
Methylglyoxal. Bezeichnend fiir die verschiedenen Wirkungsweisen 
der beiden Enzyme ist auch der Umstand, daB die Fumarase, wie 
oben gezeigt wurde, im Gegensatz zur Ketonaldehydmutase keiner 
Co-fermentativen Mitwirkung bedarf. Newberg und Kobel' konnten 
die z-ntrale Stellung des Methylglyoxals beim biologischen Zucker- 
abbau dadurch beweisen, daB sie durch eine Reihe von Kunstgriffen 
die co-enzymatischen Wirkungen im Fermentsystem lahmten und so die 
dismutative Um:etzung des Methylglyoxals verhinderten. Die Fumarase 
pabt demnach eigentlich weder zu den Hydrolasen noch zu den Des- 
molasen; indessen hieBe es, die Schematisierung auf die Spitze treiben, 
wollte man schon bei dem heutigen Stand der Forschung fiir die Fuma- 
rase bzw. fiir die noch so hypothetischen Hydratasen eine eigene dritte 
Hauptgruppe im ,,natiirlichen System der Fermente schaffen. Auf 
der anderen Seite ist die physiologische Arbeitsgemeinschaft der 
Fumarase unter anderen Hydratasen mit den Dehydrogenasen auch 
zu innig, als das man sie ginzlich von ihnen trennen kénnte. Es er- 
scheint darum notwendig, die Grenzen des Begriffes ,,Desmolasen“ 
etwas zu erweitern, indem in dieser Gruppe der Stoffwechselfermente, 
auBer dem Fermentkomplex der Zymase? und damit der Glykolyse, 
auch die Dehydrierungsenzyme als Fermentsystem untergebracht 
werden, welches neben den Azidodehydrogenasen u. a. gleichberechtigt 
die Hydratasen oder vorlaiufig erst die Fumarase als_,,isolierbares 
Teilferment*’ aufzihlt. Unter die Desmolasen fallt also auBer den 
,.desmolytischen“ Fermenten im wahren Sinne des Wortes und den 
an energieliefernden Oxydationsprozessen beteiligten Enzymen nach 
der neuen Definition auch die Fumarase u.a., die, wie wir gesehen 
haben, nur ganz mittelbar an Dehydrierungsprozessen beteiligt ist, 
ohne grundlegende struktur- oder thermochemische Wirkungen aus- 
zulésen. Sollte sich jedoch die Hypothese bestatigen, daB die 
sogenannten ,,desaggregierenden** Fermente spezifische Hydratasen 
sind und daB auch z. B. Cholin und Kreatin in der Tat von solchen 
Enzymen dehydratisiert werden, dann ist die Eréffnung einer dritten 
Hauptgruppe fiir die Hydratasen im heutigen .,natiirlichen System 


der Fermente‘‘ unausbleiblich. 


1 CO. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 208. 463. 1928; 207, 232; 
210. 466, 1929; 229, 255, 433, 1930. 
2 Siehe C. Oppenheimer, Lehrbuch der Enzyme, I. ce. 
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Experimenteller Teil. 
Untersuchungen iiber die Wirkung der Fumarase auf die Methylfumarsdure. 


Zur Anwendung gelangten Aceton-trockenerbsen als Fermentmaterial, 
dessen Gehalt an Fumarase durch friihere Versuche! bekannt ist. 

Von der Methylfumarsdure (Schmelzpunkt 202°) als Substrat dieses 
Enzyms wurden 2° ,ige Versuchslésungen hergestellt, indem genau 4¢ 
der Dicarbonséure mit n-Kalilauge neutralisiert wurden, und dann die 
Substratlésung auf ein Volumen von 200 ccm verdiinnt wurde. 

Als Versuchsansdtze wurden 10°, ige Suspensionen der Aceton-trocken- 
erbsen in den 2° igen Substratlésungen verwendet. Als Kontrolle der 
biochemischen Umsetzung des Substrats dienten ebenfalls 10° ige Suspen- 
sionen des Fermentmaterials in Wasser. Zu allen Ansatzen und Kontrollen 
wurden 2°% des Fliissigkeitsvolumens an Toluol zugefiigt, und die Versuchs- 
fliissigkeit etwa 1 Woche in gut verschlossenen Glasflaschen bei 37° im 
Brutschrank aufbewahrt. Das Versuchs-py betrug 6,8 bis 7,2. 

Zur Priifung der Ansdtze auf die biochemische Umsetzung des Substrats 
wurden in bestimmten Zeitabstaénden der jeweilige Gehalt der Versuchs- 
fliissigkeit an Mesaconséure bestimmt. Zu diesem Zwecke wurden je 15 cem 
des Hauptansatzes und der Kontrolle kurz auf dem Wasserbad erhitzt und 
gut zentrifugiert, so daB 10 ccm des Versuchszentrifugats derselben Menge 
2°,iger Substratlésung entsprachen. Je 10 cem der Zentrifugate wurden 
sodann noch durch Vermischung mit demselben Volumen einer | °,igen 


Lésung von kolloidalem Eisenhydroxyd enteiweiBt. 10 cem des klaren 
Versuchsfiltrats entsprachen dann 5ccm der urspriinglichen Substrat- 
lésung und 100mg freier Methylfumarséure. Dasselbe Filtratvolumen 


aus Versuch und Kontrolle wurde dann in neutraler Reaktion mit 25 cem 
einer n/10 Brom-bromidlésung versetzt, die durch Auflésung von 2,5 cem 
Brom in | Liter 7°,iger Bromkalilésung hergestellt war und taglich unter 
Zusatz von Jodkali gegen eine n/10 Thiosulfatlésung eingestellt wurde. 
Das nicht verbrauchte Brom wurde nach 10 Minuten gleichfalls jodo- 
metrisch nach Ansaéuern dei Fliissigkeit mit verdiinnter Schwefelséure 
zuriicktitriert. 

leem n/10 Brom-Bromidlésung entspricht bei Anlagerung von 2 Atomen 
Brom an das Molekiil der Methylfumarsaéure 6,5 mg Mesaconséure. Im 
Vorversuch wurden fiir 100 mg dieses Substrats 15,7 bzw. 15,3 cem n/1l0 
Brom-Bromidlésung verbraucht, die 102 bzw. 99mg Methylfumarséure 
entsprechen. 

Bei der volumetrischen Bestimmung der unzersetzten Mesaconsaure 
in den Fermentansaétzen muBte der geringe Bromverbrauch der Kontrolle 
(etwa 1 bis 1,5cem) durch Subtraktion der ermittelten Menge von dem 
im Hauptversuch absorbierten Volumen der Bromlésung beriicksichtigt 
werden. 

Es wurden so fiir 10cem Versuchsfiltrat bzw. 100 mg urspriinglich 
geléster Mesaconsaéure wiedergefunden: 


nach | Tag: 98 mg Methylfumarsaure, 
» od&Tagen: 102 ., 
- 5 = Oe 6 - 
- 7 om 99 ,, ou 


Eine Hydratisierung des Substrats kann aus diesen Resultaten nicht ent- 
nommen werden. 


1 kK. P. Jacobsohn, }. ce. 
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Zur Sicherung der Versuchsresultate wurde indessen nach einer Woche 
auch zur Isolierung des Reaktionsproduktes baw. zur Wiedergewinnung der 
Methylfumarséure geschritten. Der Rest des Versuchsansatzes wurde auf 
dem Wasserbad erhitzt und dann zentrifugiert. 50 ecm des klaren Filtrats, 
entsprechend 50 ccm 2°, iger Substratlésung 1 g Mesaconsaéure, wurden 
bei 35° mittels einer Warmluftdusche zur Trockne verdampft, der Riickstand 
mit 3ccem 75°, iger Phosphorséure angeséiuert und mit gegliihtem Natrium- 
sulfat zu einem trockenen Pulver vermischt. Die Masse wurde dann 2 Tage 
im Soxhletapparat mit Ather extrahiert. Nach Verdampfung des Lésungs- 
mittels hinterblieb ein kristalliner, weiBer Riickstand, dessen Schmelz- 
punkt 201° war, demnach schon aus reiner Mesaconséure bestand. Diese wurde 
auch durch die Bromtitration von 0,103 g des gewonnenen Rohproduktes 
identifiziert, das 15,5 mg Brom verbrauchte, die 101 mg Methylfumarsaure 
entsprechen. Die Ausbeute an Mesaconsaéure betrug 0,97 g, demnach wurde 
praktisch die urspriinglich angewandte Substratmenge (1 g) wiedergefunden. 

Die polarimetrische Bestimmung der optischen Beschaffenheit des 
gewonnenen Rohproduktes ergab keinen Anhaltspunkt fiir die Anwesenheit 
einer optisch-aktiven Substanz; auch in Gegenwart von 5°, des Fliissigkeits- 
volumens an Uranylacetat drehte die Substratlésung nicht die Ebene des 
polarisierten Lichtes!. Die Versuchsdaten waren die folgenden: 


lLd=2;c=1,1; c= @; [alp = + 0°; 
2,.d=2;c= 9,8; « = 0°; [a]p = + 0° (in Gegenwart von 


Uranylacetat). 

DaB nicht giftige Eigenschaften der Methylfumarsdure die Wirksamkeit 
der Fumarase hemmen, zeigt ein weiterer Versuch mit Acetontrockenerbsen, 
dessen Bedingungen sich gegeniiber den oben verzeichneten nur insofern 
unterschieden, daB die Versuchsfliissigkeit neben der Mesaconséure auch 
dieselbe Menge an Fumarsaure als Kalisalz enthielt. Die Verfolgung des 
Hydratisierungsprozesses erfolgte genau wie in der vorigen Arbeit? auf 
polarimetrischem Wege. Nach 12 Stunden war bereits die vorgeschrittene 
Bildung von 1-Apfelsiure zu verzeichnen, wie folgende Auswertung der 
ermittelten Versuchsdaten beweist : 

d=1; « = — 4,99; Grad der Hydratisierung 72°). 


Untersuchung der Fumarasetatigkeit auf Mitwirkung eines Co-enzyms. 

Die Fumarasesadfte wurden in der iiblichen Weise aus Acetonerbsen 
und Trockenhefe bereitet. Die Dialyse fand in Gegenwart von 2°, des 
Fliissigkeitsvolumens an Toluol in Kollodiumschléuchen nach Rona? und 
in Pergamenthiilsen (Schleicher & Schill) statt, und zwar wurde fiir 
kontinuierliche Wassererneuerung im AuBenraum gesorgt. Die Versuchs- 
temperaturen waren + 1 bis + 2° und + 17 bis + 20°. Die innerhalb 
der Membranen befindlichen Safte wurden nach 24 Stunden und nach 
zweitagiger Dialyse auf ihre Wirksamkeit gegen Fumarsaure  gepriift, 
indem 20cem mit 5ccm einer neutralen Fumarsaéurelésung vermischt 
wurden, die 10°, ig an freier Carbonsaéure war. Zur Kontrolle des Einflusses 


1 J. Lehmann, Skand. Arch. Physiol. 58, 173, 1930, hat gezeigt, daB 
bei der polarimetrischen Bestimmung der Apfelsiure eine Konzentration 
des Uranylacetats von 5°, voll ausreicht. 

2 K. P. Jacobsohn, |. c., S. 413. 

3 P. Rona, Fermentmethoden 1926. 
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der Dialyse auf die Aktivitét der Fumarase wurden Parallelversuche unter 
gleichen Bedingungen mit denselben Saften angestellt, die jedoch nicht 
der Dialyse ausgesetzt worden waren. Die Priifung der Wirksamkeit der 
dialysierten und der Kontrollséfte erfolgte dann nach l5stiindiger Auf- 
bewahrung des Ansatzes im Brutschrank bei 37° durch die oben erwahnte 
polarimetrische Bestimmung der gebildeten 1-Apfelséure. 

In allen Versuchen war nach einer Dialyse der Safte nach einem wie 
nach zwei Tagen die Wirksamkeit der Fumarase nicht verschieden von der 
Aktivitat der nicht dialysierten Safte. Die polarimetrische Bestimmung 
der gebildeten 1-Apfelsiure zeigte in allen Fallen eine Hydratisierung der 
Fumarsaure zu 60 bis 70°, an. 

In einer anderen Versuchsreihe wurde Trockenhefe durch Auswaschen 
von der hypothetischen Co-fumarase zu befreien versucht. 10g Trocken- 
hefe wurden mit 200 cem Wasser verriihrt, und das Gemisch !/, Stunde 
auf der Maschine geschiittelt. Sodann wurde zentrifugiert, und der Hefe- 
ruckstand von neuem in der beschriebenen Weise ausgewaschen und wieder 
zentrifugiert. Die Halfte der so gewonnenen ,,Apozymase“ wurde in 50 cem 
2°, iger neutraler Fumarséurelésung suspendiert, und das Gemisch nach 
Zufigung von 1°, des Fliissigkeitsvolumens an Toluol 15 Stunden im 
Brutschrank bei 37° belassen. Darauf wurde wiederum polarimetrisch 
auf Apfelsiure gepriift. Indessen muBte hier auf genaue quantitative 
Bestimmung verzichtet werden, zumal durch das Auswaschen der Trocken- 
hefe natiirlich betrachtliche Mengen der Fumarase in wasserige Lésung 
iibergegangen waren. Trotzdem wurde die Fumarsiure in 15 Stunden 
immerhin noch zu etwa 30 bis 50°( zu 1-Apfelsiure hydratisiert. Kontrollen 
zu diesen Versuchen wurden derart angestellt, daB die andere Halfte der 
ausgewaschenen Hefe auf ihr Garungsvermégen gegen Glucose gepriift 
wurde. In der Tat konnte eine Fermentation der Glucose nur bei Zusatz 
von Hefekochsaft beobachtet werden, was die vollkommene Entfernung 
der Co-Zymase beweist. 








Uber den Mechanismus der Verkniipfung von Fett- 
und Kohlenhydratabbau in der Leber. 
(Ein Beitrag zur Kenntnis biologischer Redoxpotentiale)'. 


Von 
Joachim Kihnau. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
Breslau.) 


(Eingegangen am 3. Oktober 1931.) 
Mit 11 Abbildungen im Text. 


I, 

Eins der schwierigsten Probleme des Intermediarstoffwechsels ist 
die Beantwortung der fiir den Kliniker wie den Physiologen gleich 
bedeutungsvollen Frage, warum der Abbau der Fettsdéuren in der 
Leber auf der Acetonkérperstufe stehen bleibt, wenn keine Kohlen- 
hydrate anwesend sind oder die Kohlenhydratverbrennung §gestért 
ist. Versuche, dieses Problem zu lésen, sind oft und von ganz ver- 
schiedenen Ausgangspunkten her in Angriff genommen worden, ohne 
daB sie wesentlich tiber das spekulative Stadium hinaus gediehen waren. 
Die Bildung von Acetonkérpern, deren Hauptkontingent im Organismus 
durch f£-Oxydation aus héheren Fettsdiuren entsteht, aus ketogenem 
Material wird, wie die Untersuchungen der Hofmeisterschen und Embden- 
schen Schule am Phlorrhizintier und an der iiberlebenden Leber gezeigt 
haben, nur dann verhindert, wenn Kohlenhydrate oder Substanzen 
anwesend sind, die in Zucker iibergehen kénnen oder ahnlichen Abbau- 
gesetzmaBigkeiten unterliegen wie dieser. Soweit als Ketonbildner 
die Aminoséuren Leucin und Tyrosin in Frage kamen, konnte diese 
Erscheinung leicht durch die eiweiBsparende Wirkung der Kohlen- 
hydrate erklart werden (Rosenfeld); schwieriger war es, eine Deutung 
fiir die Kohlenhydratmitwirkung bei der Oxydation des aus Fett her- 
stammenden Hauptanteils der Ketonkérper zu finden. 


Embden nahm an, da8 ketogene und antiketogene Brennstoffe als 
Energiequellen miteinander in Wettbewerb staénden und da8 normalerweise 


1 Auszugsweise vorgetragen auf der 12. Tagung der Deutschen Physio- 
logischen Gesellschaft in Bonn, Mai 1931. 
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das leicht verbrennbare antiketogene Material imstande sei, die schwerer 
oxydablen Ketonbildner aus ihrer zur Kinleitung des Abbaus erforderiichen 
Rindung an Fermente oder Aktivatorsubstanzen zu verdrangen. Danach 
ist vermehrte Acetonkérperbildung gleichbedeutend mit vermehrtem 
Fettabbau; bei intensiver Fettverbrennung wird die Assimilationsgrenze 
des Organismus fiir die von ihm gebildeten Acetonk6érper tiberschritten, 
und es tritt Ketonurie bzw. Ketonimie auf. Nun vermégen aber schon 
geringe Kohlenhydratmengen eine relativ betrachtliche Hungeracetonurie 
zu beseitigen, ohne daB der Fettumsatz eine wesentliche Einschrankung 
erfahrt; andererseits kann bei ganz niedrigem Fettumsatz und fehlender 
Fettleber Ketonurie bestehen. Daraus ergibt sich, daB die Kohlenhydrate 
unmittelbar in den Fettstoffwechsel selbst, und zwar auf der Acetonkérper- 
stufe, abbauférdernd eingreifen; die Acetonkérperbildung ware danach 
nicht ein MaB fiir die Héhe der Fettverbrennung, sondern im CGegenteil 
der Indikator eines auf halbem Wege stehengebliebenen Fettabbaus. Diese 
Auffassung hat ihren Niederschlag in dem bekannten Satz Rosenfelds 
gefunden: ,,Die Fette verbrennen im Feuer der Kohlenhydrate**. Wenn 
auch diese These in der zitierten allgemeinen Form hat verlassen werden 
miissen, so hat sich doch ihr Kern, die Annahme einer Verkniipfung von 
Acetonkérper- und Kohlenhydratverbrennung als zutreffend erwiesen. 
An der Richtigkeit dieser Auffassung halten auch die Autoren fest, die die 
Ketonkérper nicht als unmittelbare Vorstufe der Endprodukte der Fett- 
verbrennung, sondern als obligate Zwischenstufen bei der Umwandlung 
von Fett in Kohlenhydrat aufgefaBt wissen wollen. Geelmuyden, der als 
erster die Méglichkeit einer Kohlenhydratbildung aus Fett befiirwortet hat, 
ist auch der erste gewesen, der die Verkniipfung von Kohlenhydrat- und 
Acetonkérperabbau exakter zu formulieren suchte, indem er eine den 
weiteren Umsatz vorbereitende chemische Bindung zwischen beiden Sub- 
stanzen, analog der Gukuronsaéurepaarung, annahm. Diese Auffassung 
wurde in etwas modifizierter Form von Woodyatt und Ringer iibernommen. 
Als erster brachte Shaffer Tatsachenmaterial bei, das fiir das Vorliegen 
einer derartigen Reaktion zu sprechen schien; er fand, daB eine alkalische 
Acetessigsiurelésung durch H,O, in Gegenwart von Glucose schneller 
oxydiert wird als ohne diese, und schloB daraus auf die Existenz eines 
labilen Kupplungsproduktes aus Acetessigsiure und Glucose. Diese 
chemische Theorie der Antiketogenesis ist spater nach verschiedenen 
Richtungen hin ausgebaut worden (Friedemann, West, Henze). Ganz ab- 
gesehen davon, daB alle diese durch Vereinigung von Acetessigséure mit 
zuckerartigen Substanzen in vitro gewonnenen Produkte im Organismus 
sich bisher nicht haben nachweisen lassen, sprechen eine Reihe von Tat- 
sachen dagegen, daB die Ketolyse ein rein chemischer Vorgang ist. Wenn, 
wie Shaffer und Friedemann annehmen, die Kondensation nach dem Andéve- 
nagel-Typus unter Bildung von Alkylidenacetessigsiuren verliefe, miiBte 
auch das Aceton selbst antiketogen wirken, da es sich nach dem gleichen 
Prinzip mit Acetessigséure vereinigt (Pauly). Ferner sind nur von dieser, 
nicht aber von der in vitro viel schwerer oxydierbaren /-Oxybutterséure 
Kondensationsprodukte bekannt: das mu8 um so mehr auffallen, als die 
dem Organismus oder der iiberlebenden Leber angebotene Acetessigsaure 
auch in Gegenwart antiketogener Substanzen in ihrer Hauptmenge nicht 
direkt, sondern erst nach Umwandlung in die Oxysaéure verbrannt wird. 
von der, wie friihere eigene Untersuchungen zeigten, ein betrachtlicher 
Teil unter Umgehung der Acetessigséure einem Abbau tiber Acetaldol und 
Acetaldehyd anheimfallt. Einen der schwerstwiegenden Einwande gegen 
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die Shaffersche Theorie lieferten die Befunde von Ernst und F'érster, wonach 
Alkohole, ja sogar Mon- und Dibutyrin, also Substanzen von Fettcharakter, 
genau wie Glucose die Oxydation der Acetessigsiéure durch H,O, -}- Alkali 
beschleunigen, nicht aber Di- und Polysaccharide; danach ist der Reagenz- 
glasversuch von Shaffer als Modell der biologischen Ketolyse unbrauchbar. 
Shaffer hat auf Grund seiner Theorie den Begriff des ketolytischen Quotienten 
aufgestellt, der das Mindestmengenverhaltnis angibt, in dem die Nahrungs- 
kohlenhydrate zum Nahrungsfett stehen miissen, wenn dieses vollstandig 
verbrannt werden soll. Indessen gibt es zahlreiche Zustande, in denen 
bei (im Sinne des ketolytischen Quotienten) ausreichender Kohlenhydrat- 
verbrennung doch Acetonkérper ausgeschieden werden (Schwangerschafts- 
und postnarkotische Azidose). Auch werden die starken individuellen 
Schwankungen, denen die Fettoleranz beim kohlenhydratarm ernahrten 
Menschen infolge Gewéhnung, beim normalen Menschen je nach Kon- 
stitution und Alter, beim Tier je nach der Art und bei einzelnen Tier- 
arten je nach der Jahreszeit unterworfen ist, durch die Annahme rein 
stéchiometrischer Beziehungen zwischen Ketonkérpern und Zuckern 
nicht erklart. 


Alle diese Argumente berechtigen zur Aufwerfung der Frage, ob 
die Oxydationsaktivierung, die offenbar die Grundlage des Keton- 
kérperabbaues ist, lediglich durch eine einfache chemische Reaktion 
bedingt ist, oder ob sie nicht vielmehr darin ihre Ursache hat, dab 
das zur Ketolyse befahigte Organ auf ein spezifisches Energieniveau 
eingestellt ist und in Gegenwart von Zuckern eine ganz bestimmte 
Oxydationsintensitat zu entfalten vermag. Der Versuch, den Vorgang 
der Ketolyse auf thermodynamischer Basis zu interpretieren, muBte 
um so aussichtsreicher erscheinen, als sich diese Betrachtungsweise 
schon bei Aufklarung anderer Reaktionen, die im Stoffwechsel eine 
Rolle spielen, z. B. der Oxydation der Bernsteinsiure, bewahrt hatte. 


Die Bernsteinséure, deren auBergew6hnliche Resistenz gegeniiber 
Oxydationsmitteln in vitro bekannt ist, wird durch Stoffe, die im Reagier- 
glas nur sehr schwach oxydierend wirken, wie Methylenblau, in Gegenwart 
gewaschener Gewebe leicht zu Fumarséure oxydiert; die Zelle besitzt also 
Vorrichtungen, die es ihr erméglichen, im Verein mit Methylenblau oder 
analog wirkenden zelleigenen Stoffen starkere Oxydationswirkungen zu 
entfalten als selbst rauchende Salpeterséure oder Permanganat. Die gleiche 
Zelle ist aber auch imstande, Fumarséure zu Bernsteinséure zu reduzieren. 
Es hat sich herausgestellt, daB weder die Oxydation der Bernsteinséure 
noch die Reduktion der Fumarsaure quantitativ verlauft ; beide Reaktionen 
streben, vorausgesetzt, daB Nebenreaktionen wie die Hydratisierung der 
Fumarsaure ausgeschaltet werden, einer Gleichgewichtslage zu, die erreicht 
ist, wenn das Reaktionsmedium beide Saéuren nebeneinander in einem 
bestimmten zahlenmafigen Verhaltnis enthalt. Wenn eine reversible 
Reaktion als soleche definiert wird, deren Verlauf in einer Richtung den 
Aufwand genau des gleichen Energiebetrages erfordert, der beim Verlauf 
in entgegengesetzter Richtung in Freiheit gesetzt wird, so ergibt sich aus 
dem Gesagten, daB Bernsteinsiiure und Fumarsaure, die in vitro durchaus 
bestandige Substanzen sind und nur durch sehr energische MaBnahmen 
ineinander iibergefiihrt werden kénnen, bei Anwesenheit eines in den 
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Zellen enthaltenen Agens ein echtes reversibles Oxydoreduktionssystem 
(etwa wie Chinon-Hydrochinon) bilden. 


Die Ubertragung der Gedankenginge, die sich beim Studium der 
biologischen Bernsteinsdureoxydation als fruchtbar erwiesen haben, 
auf das Problem der Ketolyse liegt vor allem deshalb nahe, weil einzig 
mit ihrer Hilfe die Tatsache verstandlich wird, daB die den Keton- 
kérperabbau bewirkenden Reaktionen umkehrbar sind. Das Gesetz 
der Reversibilitat, das die Vorgainge des Intermediarstoffwechsels 
beherrscht, gilt auch fiir den hier in Rede stehenden Fall; alle als Durch- 
gangsstufen der Acetonkérperverbrennung bisher festgestellten Sub- 
stanzen (Aldol, Acetaldehyd, Essigsiure, auch die etwas entfernter 
stehende Bernsteinséure) werden von demselben Organ, das die Keton- 
kérper abbaut, auch wieder zu Acetessigsiure synthetisiert. Dieser 
Vorgang, fiir dessen Zustandekommen rein chemische Affinitaéten im 
Sinne von Shaffer nicht ausreichen, kann nur durch die Annahme eines 
Komplexes ineinander verzahnter und wohlauskalibrierter Gleich- 
gewichtsreaktionen von ganz bestimmtem Energiegefiille erklirt werden. 
Zur Begriindung der vorgetragenen Anschauung vom Wesen der 
Ketolyse wird es daher notwendig sein festzustellen, daB der regulire 
Ketonkérperabbau an eine Oxydationsintensitét von bestimmtem 
Niveau gebunden ist. 


Ersetzt man in dem vorhin erwahnten, bei Gegenwart von Gewebs- 
extrakten und Methylenblau sich einstellenden Gleichgewicht Bernstein- 
siure-Fumarsaéure das Methylenblau durch Indophenol. so wird das Gleich- 
gewicht sehr stark nach der Fumarséureseite hin verschoben, ersetzt man 
es durch Indigokarmin, so wird fast gar keine Bernsteinséure oxydiert. 
Die drei genannten Farbstoffe bilden alle mit ihren Leucoderivaten echte 
reversible Systeme; ihr verschiedener Einflu®B auf das in vivo ebenfalls 
reversible System Bernsteinséure-Fumarsaéure 1aBt sich daher nur durch 
die Annahme verschiedener Oxydationsintensitaten erkliren. Die chemische 
Kraft oder Affinitaét des Oxydations- oder Reduktionsvorganges ein 
Begriff, der nur einen Sinn hat, wenn es sich um reversible Systeme handelt 
bestimmt den EinfluB, den ein solches System bei gegebenem Verhaltnis 
der Konzentrationen von Oxydans und Reduzens auf die Gleichgewichts- 
lage eines gleichzeitig vorhandenen zweiten Systems ausiibt; ist sie gréBer 
als die dieses zweiten Systems, so wird dessen Gleichgewicht nach der 
oxydativen Seite hin verschoben werden, d.h. bei einer hohen relativen 
Konzentration des Oxydans liegen, und umgekehrt. Da Reduktion bei 
reversiblen Systemen gleichbedeutend ist mit Aufnahme von Elektronen, 
so wird, wenn Lésungen zweier derartiger Systeme von verschiedener 
Oxydationsintensitét durch einen metallischen Leiter miteinander  ver- 
bunden werden, in diesem ein elektrischer Strom entstehen. Wird eins der 
beiden Systeme (z. B. in Form der Normalwasserstoffelektrode) als Bezugs- 
system gewahlt und seine Oxydationsintensitat 0 gesetzt, so gibt die 
elektromotorische Kraft des Stromes ein Ma8 fiir die Oxydationsintensitat 
des zweiten Systems; man bezeichnet sie als Reduktions-Oxydations- 
potential (Redoxpotential) dieses Systems. 


Biochemische Zeitschrift Band 248. 
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Ks ist das Verdienst W.M. Clarks, dab er die Bedeutung des | 
Redoxpotentialbegriffes fiir die Biologie erkannt und damit auch der 
physiologischen Forschung ein véllig neues Arbeitsfeld eréffnet hat. 
Aber schon die ersten Untersuchungen iiber Redoxpotentiale von 
Organen und biologischen Fliissigkeiten haben gezeigt, daB der fest 
umrissene Begriff des Redoxpotentials reversibler Systeme in der 
Konzeption Clarks der Mannigfaltigkeit biologischer Verhaltnisse nicht 
vollig Rechnung tragt, und zwar hauptsachlich deswegen, weil die in 
vitro wohlbegriindete Trennung der irreversiblen Oxydations- und 
Reduktionsmechanismen (vom Typ Nitrobenzol-Anilin) von den rever- 
siblen Redoxsystemen im Bereich des Zellstoffwechsels nicht durch- 
fiihrbar ist. Conant hat gezeigt, daB irreversibel reduzierbare Substanzen 
je nach der Starke des (reversiblen) Reduktionsmittels, das eben aus- 
reicht, um die betreffende Substanz zu reduzieren, in eine Skala ver- 
schiedener, zwar nicht elektronenchemisch formulierbarer, aber doch 
deutlich umschriebener Oxydationsintensitéten eingeordnet werden 
kénnen; Conant nennt das Redoxpotential des am schwachsten oxy- 
dierend wirkenden Systems, das von der irreversibel reduzierbaren 
Substanz gerade noch oxydiert wird, das ,,scheinbare Reduktions- 
potential dieser Substanz. Potentiale dieser Art spielen offenbar in 
der Zelle eine groBe Rolle, da hier die potentialbildenden Faktoren 
nicht in Reaktionen einzelner reversibler Systeme bestehen, sondern 
in Reaktionsketten, von deren Einzelgliedern vielleicht nur eins unter 
geeigneten Bedingungen einen reversiblen potentialliefernden Vorgang 
im Sinne Clarks darstellt, waihrend die iibrigen irreversiblen Teil- 
prozesse zwar einer indifferenten Elektrode kein Potential erteilen, 
aber durch Zwischenreaktionen mit dem reversiblen System dessen 
Potential modifizieren und damit auch auf die Oxydationsintensitit 
des Gesamtprozesses entscheidenden EinfluB gewinnen kénnen. 

Zwischen den reversiblen Systemen, die ein echtes Redoxpotential 
liefern, und den irreversibel oxydier- und reduzierbaren Stoffen mit 
,scheinbarem Potential steht noch eine Gruppe von Systemen, deren 
Reaktionsweise fiir den Organismus und speziell fiir den Vorgang 
der Ketolyse von gréBter Bedeutung ist. Es sind dies die Schwefel- 
systeme (Cystein-Cystin und reduziertes-oxydiertes Glutathion) und die 
Systeme, die entstehen, wenn man Zucker in alkalische Lésung bringt ; 
wobei zu beachten ist, daB die Zelle iiber Mittel verfiigt, bei der ihr 
eigenen neutralen oder schwach sauren Reaktion das Zuckermolekiil 
den gleichen Verainderungen zu unterwerfen, die in vitro nur in alkali- 
schem Milieu vor sich gehen. Das den Schwefel- und Zuckersystemen 
Gemeinsame besteht darin, daB beide an indifferenten Elektroden ein 
maBig gut definiertes Potential erzeugen, das nur sehr langsam einen 
konstanten Endwert erreicht, aber auf jeden Fall sehr stark negativ 
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ist (beide Systeme wirken von allen, die in der Zelle eine Rolle spielen, 
am starksten reduzierend), und weiter darin, dab in beiden Systemen 
nur das Reduzens das Potential bestimmt, walhrend der EinfluB des 
Oxydans, wahrscheinlich wegen dessen Neigung, sogleich in irreversible 
Umwandlungsprodukte tiberzugehen, auf die Potentialbildung ge- 
wohnlich nicht nachweisbar ist. Die Deutung der Potentiale von 
Schwefelsystemen wird dadurch erschwert, dab die SH-Substanzen 
mit dem Elektrodenmetall Komplexe bilden, indifferente Elektroden 
also z. B. in einer Cysteinlésung nicht existenzfaihig sind (Michaelis). 
Damit hiangt zusammen, da® Methylenblau durch Cystein nur in Gegen- 
wart von Schwermetallspuren reduziert wird (Sakuma, Toda). Das 
gleiche gilt fiir die SH-Substanzen in der Zelle. Auch beim Zustande- 
kommen der Zuckerpotentiale spielen Schwermetalle eine Kolle 
(Meyerhof und Matsuoka, Wurmser und Geloso, Spoehr), ebenso 
Reaktionen zwischen Elektrodenmetall und Lésung (Goard und Rideal). 
Die Vorginge in einer anaerob gehaltenen, stark alkalischen Zucker- 
lésung sind insofern komplizierter Natur, als nach Ansicht von Wurmser 
und Geloso zwei miteinander im Gleichgewicht stehende Systeme 
potentialbestimmend wirken, von denen das eine (S,) glatt reversibel 
funktioniert und sich elektrotitrieren laBt, wahrend das andere (S,) 
nicht sicher reversibel ist und seinen Gleichgewichtszustand nur sehr 
langsam erreicht. Es ist so mit S, verbunden, dab sein Oxydans, die 
aktive Glucose**, mit dem Reduzens von §S, identisch ist; diese Sub- 
stanz wird daher in dem MaBe, wie sie in 8, durch Oxydation verbraucht 
wird, von 8, her langsam nachgeliefert, und je weiter diese Neubildung 
von ,,aktiver Glucose“ fortschreitet, um so starker wird die Reduktions- 
intensitat der Lésung: 


S, Sy 





=< aktive 


Glucose —» Glucose—dienol (?) => Ginenes primares Oxydationsprodukt 
’ : 


——y 


Das Endpotential, dessen komplexe Natur aus diesem Schema 
hervorgeht, ist fiir alle Hexosen und Dioxyaceton das gleiche. Die 
Zuckeroxydation ist also ein gekoppelter Vorgang, von dessen Teil- 
prozessen einer reversibel sein und dann (gemeinsam mit Sekundir- 
reaktionen zwischen Elektrode und Zuckerlésung) potentialbildend 
wirken kann, der aber als Ganzes irreversibel verlauft und daher durch 
die klassischen Elektrodengleichungen nicht auszudriicken ist. Die 
Beobachtungen von Williams und Drissen und von Preisler deuten 
darauf hin, daB ahnliche Verhaltnisse auch bei den Schwefelsystemen 
vorliegen. 

Eine genaue Kenntnis vom Wesen der Zucker- und SH-Potentiale 
ist deshalb erforderlich, weil die Reduktionsintensitat der lebenden 
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Zelle zum gréBten Teile auf der ubiquitaren Anwesenheit von Zucker- 
und Schwefelsystemen beruht. Cystein hat bei pa 7,4 in einem Kon- 
zentrationsbereich von 0,01 bis 0,0001 Normalitat ein Potential von 
110 bis 235 Millivolt (bezogen auf die Normal-H-Elektrode) — der 
Gehalt der Organe an Glutathion, das das gleiche Potential hat, sehwankt 
zwischen 0,01 und 0,001 Normalitat —, die Zucker entwickeln bei 
SauerstoffausschluB ein Endpotential von 200 Millivolt bei 37° und 
pu7. Nun liegt das anaerobe Redoxpotential der Gewebe héherer 
Tiere (Literatur bei Michaelis, ferner Aubel und Wurmser) im gleichen 
Niveaubereich, etwa bei 200 bis 300 Millivolt; die Zahlen sind je nach 
dem Organ etwas verschieden. Abgesehen von den Nebennieren besitzt 
die Leber das niedrigste Redoxpotential, was im Hinblick darauf, 
daB die Leber das glutathionreichste Organ und zugleich die Zentrale 
des Zuckerstoffwechsels ist, sehr fiir Zusammenhange zwischen Zucker- 
und Schwefelsystemen und Redoxpotential spricht. Ein weiteres 
Anzeichen fiir die Existenz derartiger Zusammenhange besteht darin, 
daB die Einstellung des Potentials von Zellsuspensionen nicht sofort 
erfolgt, sondern erst nach mehreren Stunden, wobei, ausgehend von 
einem ziemlich hohen Anfangswert, das Potential mit gleichmabBbig 
negativer Tendenz einem Minimalwert zustrebt, der, wenn er erreicht 
ist, weiterhin konstant bestehen bleibt. Dieser Minimalwert stellt das 
eigentliche, wohldefinierte Redoxpotential der Zellsubstanz dar; die 
vor dessen Einstellung gemessenen Potentiale sind keine wahren Gleich- 
gewichtspotentiale (Michaelis). Die Zelle verhalt sich nach Clark 
der Elektrode gegeniiber so, als ob sie aktuell reduzierende Substanzen 
nur in geringer Menge enthielte, dafiir aber eine grobe Reserve von 
Vorstufen dieser Substanzen (potentielle Reduktionsenergie), die bei 
Bedarf langsam aber stetig mobilisiert wird. Die Ahnlichkeit dieser 
Auffassung mit der, die sich Wurmser und Geloso vom Wesen der Zucker- 
potentiale gebildet haben, liegt auf der Hand. In der Tat verhalten 
sich schwach alkalische Zuckerlésungen genau wie Gewebssuspensionen, 
und sehr ahnlich ist auch der Potentialverlauf in Cysteinlésungen bei 
Gegenwart von Sauerstoffspuren (Michaelis und Flexner), die auch 
unter anaeroben Bedingungen im Gewebe immer vorhanden sind. Es 
lag daher nahe, fiir das niedrige Redoxpotential der Zelle die Anwesen- 
heit niedriger Kohlenhydrate und des Glutathions verantwortlich zu 
machen; diesen Substanzen fiele dann die wichtige Aufgabe zu, dem 
potentialerhGhenden (positivierenden) Einflu8 des allgegenwirtigen 
Sauerstoffs bzw. der Systeme, die die Vermittlerrolle bei den Oxy- 
dationen durch Sauerstoff spielen (Atmungsferment, Cytochrom) 
kraft ihrer negativen Tendenz entgegenzuwirken und fiir ein stetes 
Heichbleiben der zur Funktionstiichtigkeit des betreffenden Organs 
erforderlichen optimalen Oxydationsenergie Sorge zu tragen. Wenn 
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sich dies so verhalt, dann missen Stérungen der Zucker- und der 
Glutathionoxydation und damit auch solche des Fettabbaues, der ja 
an die Kohlenhydratverbrennung gebunden ist, bei gleichbleibendem 
Sauerstoffangebot mit einer Erhéhung des Redoxpotentials desjenigen 
Organs, das der Sitz der Stérung ist, einhergehen und unter Umstanden 
in einer solchen Potentialerhéhung ihre Ursache haben. Diese Problem- 
stellung schien um so berechtigter, als schon friiher nachgewiesen werden 
konnte, daB das /’-oxybutterséurespaltende Ferment der Leber eines 
bestimmten Redoxpotentials zur Entfaltung optimaler Wirksamkeit 
bedarf (Kiihnau). 

Um festzustellen, ob die durch das Vorhandensein von Beziehungen 
zwischen Redoxpotential und Oxydation der Zucker- und Schwefel- 
systeme wahrscheinlich gemachte Annahme berechtigt ist, da auch 
die Ketonkérperzerstérung eine Funktion des Redoxpotentials ist, 
untersuchten wir das Niveau der Redoxintensitét und das Verhalten 
des Glutathions der Leber bei experimenteller Ketosis verschiedenen 
Ursprungs. Die Leber wurde deswegen gewahlt, weil ihr Vermégen 
zur f-Oxybuttersaurespaltung schon friiher in eigenen Versuchen 
sicher erwiesen worden war. Die Ansicht von Snapper, dab die Leber 
zur Ketolyse nicht befahigt sei, sondern daB das Verschwinden der 
Oxybuttersaure in den Leberperfusions- und -breiversuchen von Embden, 
Pribram und Hiirthle nicht durch Abbau, sondern durch Adsorption 
an die Lebersubstanz zu erklaren sei, widerspricht zahlreichen experi- 
mentellen Befunden. 

Snappers Theorie von der Nichtexistenz einer Leberketolyse erklart 
nicht, warum am Ende einer Leberdurchstr6mung mit ketonkérperfreiem 
Normalblut dieses stets Ketonkérper enthalt, wahrend nach einer Perfusion 
mit ketonkérperhaltigem Blut héchstens die zugesetzte Menge dieser Stoffe 
wiedergefunden wird, und warum im Durchblutungsversuch Aceton in weit 
geringerem Umfange verschwindet als Acetessigsiure, deren scheinbarer 
Abbau in den Embdenschen Leberversuchen nach Snapper zwar nicht durch 
Adsorption an die Lebersubstanz, aber durch Verdunstung des aus ih 
entstehenden Acetons bedingt gewesen sein soll; sie erklart auch nicht. 
warum normale Leber einen Abbau zugesetzter Acetessigsiiure, Phosphor 
leber dagegen eine Zunahme weit tiber das zugesetzte Quantum hinaus 
bewirkt. Zweifellos kénnen die Ketonkérper auch in der Niere und in 
der Muskulatur zerst6rt werden; aber gerade das Intaktbleiben der keto 
lytischen Kraft von Muskulatur und Niere bei schwerem Phlorrhizin- und 
Pankreasdiabetes (Griesbach, Chaikoff und Soskin, Snapper, Griinbawm und 
Mendes de Leon), also Zustaénde, die mit einer Ketonkérperanhaufung im 
Organismus einhergehen, und die Vermehrung der Ketonkérper im Blut 
bei Lebererkrankungen (Scherk, Seelig, Dominici) deuten auf die Wichtig 
keit der Leber fiir das Zustandekommen der Ketolyse hin. 

Wegen der Schwierigkeit der Erzeugung einer pankreasdiabetischen 
Ketosis (Ketonimie und -urie) beim Tier wurden die Versuche an 
azidotischen Phlorrhizin- und Phosphorkaninchen ausgefiihrt. Die 
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Ursachen der Phlorrhizinhunger- und der Phosphorketosis sind vdllig 
verschiedene; wahrend jene durch extreme Glykogenarmut der Leber 
bei sonst intakter Leberfunktion ausgelést und durch Kohlenhydrat- 
zufuhr sofort behoben wird, verliert bei der Phosphorketosis die Leber 
die Fahigkeit, Zucker zu verbrennen und Kohlenhydrat aus Milchsaure 
und EiweifB zu synthetisieren, und kann daher auch bei ausreichender 
Kohlenhydratversorgung Fette nur bis zur Ketonkérperstufe zerlegen. 
Wenn also wirklich Beziehungen zwischen Redoxpotential und keto- 
lytischer Kraft der Leber bestehen, so muB Zuckerzufuhr im Falle der 
Phlorrhizinketosis eine schnell eintretende Anderung des Potential- 
niveaus der Leber herbeifiihren, bei P-Vergiftung dagegen diese un- 
beeinfluBt lassen. 

Die Versuche wurden am Kaninchen so ausgefiihrt, dab beim 
gleichen Tiere das Verhalten des Redoxpotentials der Leber unter 
normalen Bedingungen und bei maximaler Phlorrhizin- oder Phosphor- 
ketosis vor und nach intravenéser Injektion einer relativ groben Menge 
Dioxyaceton festgestellt wurde; das Dioxyaceton wurde wegen seiner 
besonders groBen antiketogenen Kraft gewahlt (Rabinowitch, v. Noorden 
und Isaac). Gleichzeitig mit dem Redoxpotential wurden die beiden 
Glutathionfraktionen in der Leber nach einer neuen Methode bestimmt. 
Untersuchungen iiber die zahlenmaiBigen Beziehungen des reduzierten 
zum oxydierten Glutathion unter verschiedenen Bedingungen liegen 
bisher nicht vor. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der bis- 
herigen Untersuchungen tiber Zellpotentiale fand sich auch in unseren 
Experimenten stets, daB sich das Potential der Leberzelle nicht sofort 
einstellt, sondern das die Potential-Zeit-Kurve nach Herstellung 
anaerober Bedingungen ausgehend von einem hohen Ausgangswert 
erst steil absinkt, dann immer flacher wird und nach etwa 3 Stunden 
den definitiven Wert erreicht Dieser Endwert ist fiir die normale Leber 
sehr konstant: er liegt stets bei 250 (—- 5) Millivolt. Auf der Héhe der 
Ketonkérperproduktion bei totalem Phlorrhizindiabetes und im hypo- 
glykiimischen Stadium der P-Vergiftung ist dagegen das Potential der 
Leberzelle deutlich erhéht; man findet im erstgenannten Falle (Ver- 
suche 1 bis 5) Werte von 310 bis 320 Millivolt, in der Phosphorleber 
(Versuche 6 bis 10) solche von 310 bis 330 Millivolt. Der Verlauf der 
Potentialkurven dieser Faille (Abb. 3 bis 11) unterscheidet sich aber, 
abgesehen von den verschiedenen Endpunkten, kaum von dem der 
Normalleber. Da das Potential des Systems Methylenblau : Leuko- 
methylenblau bei gleicher Konzentration von Oxydans und Reduzens 
bei 432 Millivolt (px 7), also héher liegt, entfarbt die normale wie die 
phlorrhizin- und phosphorazidotische Leber Methylenblau etwa mit 
gleicher Geschwindigkeit ; schon daraus geht hervor, daB die Thunberg- 
Technik zur Untersuchung des vorliegenden Problems nicht geeignet 
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ist. Da in allen Fallen kolorimetrisch das gleiche Endpotential nach 
Zusatz des oxydierten wie des reduzierten Indikatorfarbstoffs gemessen 
wird, mul} angenommen werden, daB das definitive Redoxpotential 
einem echten reversiblen Gleichgewicht entspricht. Dies trifft fiir den 
ersten absteigenden Teil der Potentialkurve offenbar nicht zu, denn 
hier liefert die Potentialbestimmung mit oxydierten und mit Leuko- 
farbstoffen keine tbereinstimmenden Werte (siehe experimenteller 
Teil). Clark und Michaelis, die an anderem Material gleiche Beob- 
achtungen gemacht haben, erklaren sie mit der Annahme, daB nach 
Herstellung anaerober Bedingungen die verschiedenen Redoxsysteme 
der Zelle eine gewisse Zeit brauchen, um sich miteinander ins Gleich- 
gewicht zu setzen. 

Die Veranderung des Redoxpotentials der Phosphorleber ist in ihrer 
maximalen Form nur dann festzustellen, wenn die Vergiftung nicht allzu 
stiirmisch verlauft; tritt der Tod des Versuchstieres etwa infolge toxischer 
Herzlahmung ein, bevor sich eine Fettleber entwickeln konnte, so ist der 
im Moment des Todes beobachtete Potentialanstieg viel geringer (Versuch 7). 

Grundsatzlich verschieden reagiert das Potentialniveau der Leber 
bei Phlorrhizin- und Phosphorketosis auf intravenése Zufuhr von 
Dioxyaceton. Wahrend das Potential der Phlorrhizinleber nach der 
Injektion schnell auf seinen Normalwert absinkt, bleibt das der Phosphor- 
leber unverindert. Das steht in Ubereinstimmung mit dem, was nach 
der verschiedenen Atiologie der beiden Ketosisformen zu erwarten war. 

Die Ergebnisse dieser Messungen sollen nun in einer allgemeineren 
Form interpretiert werden. Ein System mit niedrigem Redoxpotential 
(Beispiel Indigo-Indigweib) setzt sich zusammen aus einem sehr leicht 
oxydablen Reduzens (Indigwei8 wird augenblicklich nicht nur von 
Luftsauerstoff, sondern schon von Methylenblau oxydiert), und einem 
sehr stabilen Oxydans (Indigo wird nur durch energische Reduktions- 
mittel wie Hydrosulfit reduziert); ein System mit hohem Redox- 
potential (Beispiel Ferricyanid-Ferrocyanid) aus einem stabilen Reduzens 
(Ferrocyanid ist luftbestandig) und einem leicht reduzierbaren Oxydans 
(Ferricyanid wird schon durch den EinfluB des Lichtes an der Luft 
reduziert). Eine Substanz ist also um so leichter oxydabel, je niedriger 
das Redoxpotential des (reversiblen) Systems ist, dem sie als Reduzens 
angehért. Da der Organismus seinen Energiebedarf groBtenteils aus 
Oxydationsvorgingen deckt, gleichzeitig aber ein Interesse daran hat, 
méglichst viel Energie aus dem ihm zur Verfiigung stehenden Brenn- 
material herauszuholen, und da er andererseits wertvolle, zur Arbeits- 
leistung geeignete Energie nur aus reversiblen Reaktionen gewinnen 
kann, wahrend irreversible nur Warme liefern, bevorzugt er als Energie- 
lieferanten Stoffe, die Konstituenten eines Systems von médglichst 
niedrigem Redoxpotential sind. Derartige Stoffe kommen in der Nahrung 














24 J. Kiihnau: 


nicht vor, schon deshalb, weil sie nicht luftbestandig waren; der Orga- 
nismus muB sie sich also aus geeigneten Vorstufen herstellen, indem er 
diese auf katalytischem Wege aktiviert oder labilisiert und aus irreversibe! 
oxydierbaren Substanzen reduzierende Komponenten reversibler Redox- 
systeme macht. Dieser katalytische Effekt kann durch Fermente 
(z. B. Dehydrogenasen), durch Schwermetallsalze oder auf rein physikali- 
schem Wege durch Bindung der Reaktion an Oberflachen und Strukturen 
sowie durch Zwischenschaltung selektiv permeabler Membranen (Girard) 
bewirkt werden. Bei der Zuckerveratmung spielt neben diesen Aktivator- 
mechanismen noch ein weiterer eine Rolle, namlich der EinfluB, den 
EiweiBk6rper und Aminosauren auf die Zuckeroxydation nach Neuberg 
und Kobel, Borsook und Wasteneys haben kénnen; da auch die Fett- 
sdureoxydation durch Aminosauren katalysiert wird (Witzemann), spielt 
dieser Reaktionsmodus vielleicht auch bei der Ketolyse eine Rolle. 

Um ihren Energiehaushalt méglichst 6konomisch zu_ gestalten, 
muB die Zelle die im Endeffekt irreversiblen, aus einzelnen  ‘Teil- 
reaktionen bestehenden Verbrennungsvorgange zur Energiegewinnung 
so leiten, daB mindestens einer dieser Teilprozesse reversibel verlauft 
und auf diese Weise als Quelle fiir Arbeitsleistungen nutzbar gemacht 
werden kann. Und da der infolge der Umkehrbarkeit dieses Prozesses 
disponible Energiebetrag um so gr6éBer ist, je gréBer der Potential- 
unterschied zwischen diesem reversiblen Teilsystem und den oxy- 
dierenden Systemen der Zelle (Cytochrom, Atmungsferment) ist, 
bestimmt das Redoxpotential dieses Teilprozesses das Energieniveau 
des ganzen Verbrennungsvorganges. Wie schon gesagt, ist der Organismus 
zur Einschaltung solcher reversibler Kettenglieder in jeden Verbrennungs- 
vorgang befahigt; bei der Zuckeroxydation erfolgt diese Einschaltung 
wohl in erster Linie auf fermentativem Wege. Wir finden daher in 
der Leber, die dieses Ferment unter normalen Umstanden enthalt, ein 
niedriges Redoxpotential, wenn in ihr Kohlenhydrat und Ferment 
zusammentreffen, aber nicht, wenn entweder Kohlenhydrat (Phlorrhizin- 
diabetes) oder Ferment (Phosphorvergiftung) fehlen; in diesen Fallen 
wird das Potential durch die normalerweise mengenmaBig in den Hinter- 
grund tretenden positiven Systeme wie Cytochrom bestimmt, also in 
positiver Richtung verschoben, und damit gleichzeitig die Energie- 
ausbeute aus den dann noch méglichen Oxydationsprozessen verringert. 
Wie wichtig das Redoxpotential fiir die Kohlenhydratverbrennung in 
der Zelle ist, haben erst jiingst Barron und Hoffman dadurch bewiesen, 
daB sie bei Variierung des Zellpotentials durch Indikatorzusatz in 
einem ganz bestimmten Potentialniveau eine wesentliche Steigerung 
der Zuckerverbrennung erzielten; bemerkenswerterweise war dies 
Niveau das gleiche, bei dem wir schon friiher auf gleichem Wege eine 
maximale Steigerung des durch Leberfermente bewirkten Oxybutter- 
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sdureabbaues erreichten. Bei den in vitro sehr reaktionstragen Fetten, 
die noch energiereichere Nahrstoffe sind als Zucker und daher einer 
noch intensiveren Aktivierung bedurfen als diese, geniigen offenbar 
zur Labilisierung und zur Einschaltung reversibler Phasen die oben 
aufgezahlten chemischen und physikalischen Katalysemechanismen 
nur bis zur Erreichung der Acetonkérperstufe, und erst das auber- 
ordentlich niedrige Redoxpotential, das bei der Zuckeraktivierung in 
der Leber entsteht, ist unter Mitwirkung des Glutathions imstande, 
die Acetonkérper angreifbar zu machen. Man kann also wirklich mit 
einer gewissen Berechtigung sagen, daB die Ketonkérper im Feuer der 
Kohlenhydrate verbrennen, doch ist bei diesem Verbrennungsprozeb 
nicht die Anwesenheit von Zucker und erst recht nicht die von Zucker- 
Ketonkérperverbindungen das allein Ausschlaggebende, sondern das 
im Verlauf der Zuckeroxydation entstehende niedrige Potentialniveau. 
Es mu daher der Ketonkérperabbau in gleicher Weise sistieren, wenn 
der Brennstoff, d.h. der Zucker mangelt (Phlorrhizindiabetes), wie 
wenn das die Verbrennung katalysierende Ferment fehlt (P-Vergiftung) : 
unsere Versuche bestitigen diese Auffassung vollkommen. 

Das Verhalten des Glutathions in der Leber weist in unseren Ver- 
suchen eine auffallende Parallelitat zu dem des Redoxpotentials auf. 
Die Versuche zeigen zunachst die schon friiher erwahnten erheblichen 
Unterschiede im Leberglutathiongehalt bei den einzelnen ‘Tieren. 
Wihrend aber beim gesunden Kaninchen das Leberglutathion fast 
ausschlieBlich in der reduzierten Form (GSH) und zu héchstens 10°, 
als Disulfidform (G,8,) vorliegt, steigt beim Eintritt der Phlorrhizin- 
und Phosphorketosis in gleichem Mabe wie das Redoxpotential sowohl 
der absolute Wert des G,S, wie auch sein Anteil am Gesamtglutathion 
an; dieser kann Werte bis zu 91°, erreichen, so daB das anwesende 
Glutathion fast nur noch aus G,S, besteht. Die Gesamtmenge des 
Glutathions ist auf der Héhe der Phlorrhizin- und Phosphorazidose 
gegeniiber dem Normalwert des gleichen Tieres deutlich herabgesetzt, 
wenn auch nicht in demselben Verhaltnis wie sein reduzierter Anteil. 
Sofort nach intravenéser Einverleibung von Dioxyaceton geht beim 
Phlorrhizintier gleichzeitig mit dem Redoxpotential der Leberzelle 
auch der Anteil des G,S, am Lebergesamtglutathion zuritick; dieser 
Riickgang wird, da die absolute G,S,-Menge nur wenig abnimmt, 
durch eine starke Vermehrung der SH-Gruppen und damit gleichzeitig 
durch eine entsprechende Zunahme des Gesamtglutathions bewirkt 
Die Leberzelle besitzt also unter bestimmten Bedingungen, namlich 
wenn Zucker verbrannt wird, die Fahigkeit, GSH binnen kiirzester 
Zeit in grobem Umfange aus unbekannten Vorstufen (EiweiB ?) neu 
zu bilden. Diese Fahigkeit geht bei der Phosphorvergiftung verloren, 
denn nach Einverleibung von Dioxyaceton tritt in der Phosphorleber 
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nur eine nicht sehr erhebliche Steigerung des Quotienten GSH: GeSo. 
aber keine Zunahme des Gesamtglutathions auf. Es erhellen aus diesen 
Beobachtungen deutlich die Wechselbeziehungen zwischen Redox- 
potentia! und Glutathiongehalt: je gréBer die Reduktionsintensitat der 
Leber, d.h. je niedriger ihr Redoxpotential, um so gréBer auch die 
absolute und relative Menge des reduzierten Glutathions. Aus unseren 
Versuchen geht aber noch weiter hervor, daB die potentialregulierende 
Qualitaét des Glutathions nur solange zur Geltung kommt, als der 
Organismus imstande ist, fortlaufend Glutathion neu zu bilden, da dieses 
in der Zelle nicht nur reversibel oxydiert und reduziert, sondern auch 
schlieBlich einer ihrem Wesen nach unbekannten Zerst6rung anheim- 
faillt (Gabbe). Kin Vergleich der Glutathionwerte bei Phlorrhizin- und 
Phosphorvergiftung zeigt weiter, daB im Gegensatz zu dem Wirkungs- 
mechanismus aller anderen reversiblen Systeme weniger die Relation 
GSH: G,S, als die absolute Konzentration des Reduzens, also des 
GSH, potentialbestimmend wirkt; es liegt hier eine auffallige Uberein- 
stimmung mit dem Verhalten des Cysteins gegeniiber der Hg-Elektrode 
vor, die sich wohl daraus erklart, daB in beiden Fallen allein der Schwer- 
metallkomplex der SH-Verbindung (in einem Falle mit dem Hg der 
Elektrode, im anderen mit dem Eisen der Zelle), nicht diese selbst 
oder ihr Oxydationsprodukt, das Potential bildet. Es ergibt sich aus 
unseren Versuchen endlich eine Bestatigung der oben diskutierten 
Annahme, daB Wechselbeziehungen zwischen Zucker- und Schwefel- 
systemen bestehen und dadurch mittelbar das Glutathion EinfluB 
auf den Acetonkérperabbau gewinnt; die Leber enthalt Glutathion 
nur dann reichlich, und zwar gréBtenteils in der SH-Form, wenn 
Kohlenhydrate verbrannt werden; sistiert die Zuckerverbrennung, 
so verschwindet ein groBer Teil des Glutathions und der noch ver- 
bleibende Rest besteht fast nur aus G,S,:; gleichzeitig treten Aceton- 
kérper auf. Bei Kohlenhydratmangel hért also nicht nur die Neu- 
bildung von GSH aus unbekannten Vorstufen, sondern auch die Riick- 
reduktion von G,S, zu GSH auf. 

Wie das Verschwinden des Glutathions zu erklaéren ist, kann mit 
Sicherheit bisher nicht gesagt werden. Neben der Oxydation der S H- 
Gruppe zum Sulfosaiureradikal, wie man sie von der Bildung des Taurins 
her kennt, kommt vielleicht ein Weg in Frage, der noch kurz besprochen 
werden soll. 

Der Abbau sowohl der Kohlenhydrate wie der Acetonkérper fiihrt 
iiber Substanzen von Aldehydcharakter. Im Diabetes, bei dem der 
Abbau beider Substanzgruppen gestért ist, haufen sich Aldehyde im 
Organismus an und werden ausgeschieden (Stepp und Feulgen, Fricke). 
es konnte nun nachgewiesen werden, daB Aldehyde sich mit Glutathion 
zu Substanzen verbinden kénnen, die Jod nicht mehr reduzieren, 
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und daB sie auf diesem Wege vielleicht die Glutathionabnahme in der 
Phlorrhizinhunger- und in der Phosphorleber bewirken; méglicher- 
weise handelt es sich hierbei um merkaptalartige Kondensations- 
produkte. Beim Zusammenbringen von GSH mit Acetaldehyd in 
salzsaurer Lésung verliert das Glutathion etwa ein Fiinftel, bei An- 
wendung von Methylglyoxal ein Drittel seines Jodreduktionsvermégens 
(Tabelle III). Da Methylglyoxal ein normales Zwischenprodukt des 
Kohlenhydratabbaues ist, muB man vielleicht auch das physiologische 
Verschwinden des Glutathions (Gabbe) mit auf Rechnung dieser Reaktion 
setzen, die weiter untersucht werden wird. 


II. Experimenteller Teil. 
A. Versuchsanordnung,. 


MittelgroBen, nicht iiber 3kg schweren Kaninchen von einer wider- 
standsfahigen, graubraunen Rasse wurde in einer Voroperation ein ab- 
schraubbares Bauchfenster eingesetzt, das die wiederholte Entnahme von 
Leberstiickchen tiber einen Zeitraum von 2 bis 3 Wochen gestattet. Einige 
(nicht weniger als 3 und nicht mehr als 7) Tage nach der Einsetzung des 
Bauchfensters wird Leber (1,5 bis 2 g) zur Bestimmung des Redoxpotentials 
und des Glutathiongehaltes entnommen und danach den Tieren kein Futter 
mehr gegeben. Die eine Gruppe von fiinf Tieren erhielt nach einer drei- 
taigigen Hungerperiode Phlorrhizin, und zwar teils (Versuch | und 2) 
nach dem Vorschlag von Coolen als Depot in Oliven6l suspendiert (jeden 
zweiten bis dritten Tag 2 bis 2,5 g), teils (Versuch 3 bis 5) nach Cremer 
und Ritter in 1°,iger Sodalésung gelést (dreimal taglich 0,5 ¢). Die ge- 
wahlte Dosierung erwies sich fiir Tiere von 2 bis 2,5kg Gewicht als aus- 
reichend zur Erzeugung einer starken Acetonurie. Von der ersten Phlorrhizin- 
yabe an wurde die Zucker- und Acetonkérperausscheidung fortlaufend 
verfolgt. AuBer in Versuch | wurde stets auch der JJinkowskische 
Quotient D:N im Urin bestimmt und festgestellt, da dann, wenn die 
Acetonurie einen gewissen Maximalwert erreicht hatte, der Quotient D: N 
den Wert von etwa 2,8 besaB, daB8 dann also ein ,,totaler‘’ Phlorrhizin- 
diabetes mit ausschlieBlicher Zuckerbildung aus EiweiB bei praktisch 
glykogenfreier Leber bestand (Lusk). Sobald dieser Zeitpunkt erreicht 
war, wurde erneut ein- bis zweimal Leber entnommen, spitestens 1 Stunde 
nach der letzten Entnahme eine relativ sehr groBe, noch eben gut ver- 
tragliche Menge Dioxyaceton! (etwa 4 g pro Kilogramm) langsam intravendés 
infundiert und 20 Minuten nach Beendigung der Infusion zum dritten 
Male Potential und Glutathiongehalt der Leber untersucht. Damit war 
der Versuch beendet; von den Tieren starben zwei gleich nach der letzten 
Entnahme, die anderen iiberlebten und wurden zum Teil noch fiir andere 
Zwecke verwendet. Fiinf weitere Tiere erhielten unmittelbar nach der 
ersten Leberentnahme 5 bis 20 mg Phosphor, gelést in Olivenél. Die von 
Frank und Isaac empfohlene und in Versuch 6 und 7 angewandte Dosierung 
von 10mg pro Kilogramm erwies sich als fiir unsere Zwecke nicht geeignet, 


1 Fiir Uberlassung eines besonders reinen, kristallisierten, nichttoxi- 
schen Oxantinpraéparates bin ich der I. G. Farbenindustrie, Pharma- 
zeutisches Bureau Breslau, zu groBem Dank verpflichtet. 
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da sie einen zu Uberstirzten Verlauf der Vergiftung zur Folge hatte; das 
reinste Bild der Phosphorketosis erhielten wir bei Einverleibung von 2 bis 
4mg pro Kilogramm. Das Verhalten des Blutzuckers wurde fortlaufend 
kontrolliert; sobald eine deutliche Hypoglykamie eingetreten war, lieBen 
sich Acetonkérper in Blut und Urin nachweisen. In diesem Stadium wurde, 
wie bei den Phlorrhizinversuchen beschrieben, Leber vor und nach Infusion 
von Dioxyaceton entnommen und untersucht; nur in Versuch 5 und 6 
trat der Exitus so plétzlich ein, daB Dioxyaceton nicht mehr gegeben 
werden konnte. 

Es war unsere Absicht, mittels der Dioxyacetoninjektion eine Uber- 
schwemmung der Leber mit leicht verwertbarem Kohlenhydrat zu erzielen. 
Neuerdings hat nun Rosenfeld angegeben, dals intravenés gegebener Zucker 
unter Umgehung der Leber auf aglykogenem Wege abgebaut werde. Wenn 
auch zugegeben ist, dai dieser Modus vielleicht fiir einen Teil des in die 
Blutbahn injizierten Zuckers in Frage kommt, so sprechen doch die 
Experimentaluntersuchungen von Palmer, sowie die von Simici und Mit- 
arbeitern, wonach intravenése Zuckergaben bei Hunger- und Phlorrhizin- 
kaninchen zu einer Vermehrung des Leberzuckers und -glykogens fiihren, 
gegen die Allgemeingiiltigkeit der Rosenfeldschen Ansicht, die auch fiir 
die hier mitgeteilten Befunde keine Erklarung geben kénnte. 


B. Das Bauchfenster und die Technik seiner Verwendung. 


Fiir kurzfristige Versuche (mehrmalige Leberglykogenbestimmungen 
innerhalb weniger Stunden) haben Cor7, Cori und Pucher ein aus zwei Teilen 
bestehendes Bauchfenster verwendet, das nicht dazu bestimmt war, linger 
als bis zur Beendigung dieser Versuche (4 bis 5 Tage) liegenzubleiben: 
dieses Modell bewahrte sich in unseren Experimenten, bei denen es darauf 
ankam, das Fenster bis 2 Wochen lang in der Bauchwand zu_ belassen, 
nicht, da es schon nach wenigen Tagen verklebte und das Oberteil nicht 
mehr abzuschrauben war; auBerdem bedeutete seine Héhe ein stéandiges 
Hindernis fir das Tier und eine dauernde Ileusgefahr. Wir konstruierten 
daher fiir unsere Zwecke ein Bauchfenster aus vernickeltem Stahl, das 
aus drei Teilen bestand: einem Basisteil (in der Skizze mit III bezeichnet) 
mit einer kreisf6rmigen, zw6lf Bohrungen enthaltenden Leiste (zur Be- 
festigung der Niahte), einer seitlichen Flansche, die zwischen Muskulatur 
und Haut geschoben wird, und einem engen Schraubengewinde; weiter 
einem Mittelteil (11), der ebenfalls mit einem Flanschenvorsprung von 
gleicher Breite wie beim Basisteil versehen ist und auf diesen in situ fest 
aufgeschraubt wird, so daB die Flanschenvorspriinge von Basis- und Mittel- 
teil die Bauchhaut zwischen sich fixieren und so das Fenster in seiner 
Lage festhalten; endlich dem eigentlichen Fensterteil (1), der iiber den 
Mittelteil auf das Gewinde des Basisteiles geschraubt wird. Der Metall- 
rahmen des Glasfensters springt nach auBen in einem Wulst vor, dessen 
Riffelung ein Abgleiten in der Hand beim Zu- und Abschrauben verhindert. 
Um bei dem besonders nach lingerem Liegen des Fensters in situ etwas 
schwierigen Abschrauben des Oberteils einen Angriffspunkt an dem in der 
Bauchwand fixierten Teil des Fensters zu besitzen, haben wir die Flansche 
des Mittelteiles mit zwei gegeniiberliegenden Bohrungen versehen und einen 
Schliissel (IV) konstruiert, der eine dem déuBeren Umfang des Fensters 
entsprechende Kehlung aufweist und an seinen beiden Asten je einen Stift 
tragt; diese Stifte passen in die Bohrungen der Flansche. Will man den 
Oberteil des Fensters entfernen, so kann man durch Einsetzen des Schliissels 
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in diese Bohrungen die mit der Bauchwand verbundene Fensterbasis auch 
dann in ihrer Lage festhalten, wenn ein groBer Kraftaufwand zum Ab 
schrauben des Fensters erforderlich ist, und auf diese Weise ZerreiBungen 
der Bauchwand vermeiden. Die konstruktiven Einzelheiten gehen mit 
gentigender Deutlichkeit aus der beigegebenen Skizze (Abb. 1) hervor!. 
Die Einsetzung des Fensters 
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der linke Leberlappen in die PEONEUIT U. 
Offnung des Fensters zu Musheksctuctt 
liegen kommt, Peritoneum 
und Muskelschicht gemein- 
sam durch je sechs Nahte 
rechts und links von der 
Mittellinie mit dem Basalteil 
des Fensters verbunden, 
wobei die Nahte zunachst 
durch Peritoneum und Mus- 
kulatur und dann durch das 
entsprechende Loch in der 
unteren Leiste des Basalteiles gefiihrt werden, und die klansche zwischen 
Haut- und Muskelschicht geschoben. Die Haut wird nun durch eine straffe 
Tabaksbeutelnaht eng um die zirkulaére Einfrasung zwischen Flansche und 
Schraubengewinde zusammengezogen und der Mittelteil fest auf den 
Basalteil aufgeschraubt, so dali die Haut zwischen den beiden Flanschen 
fixiert wird. Druckusuren der Haut haben wir bei derartiger Behandlung 
nur selten und nur nach wochenlangem Liegen des Fensters gesehen. 
SchlieBlich wird der eigentliche Fensterteil aufgeschraubt und ein halt barer 
Schlitzverband angelegt, der den Bauchdecken heim Sitzen eine Sttitze 
verleiht. ohne das Tier zu sehr zu beengen. Der Verband muB, wenn er 
beschmutzt oder durchnaBt ist. gewechselt werden, darf aber wahrend 
des Versuchs nicht ganz entfernt werden. Die Operation wird ausgezeichnet 
vertragen. Verluste an Tieren im unmittelbaren Gefolge des Fingriffs 
kommen nicht vor. Bisweilen treten nach langem (mehr als zweiwéchigem ) 
Liegen des Fensters Sekundarinfektionen auf, die uns nach Beendigung 
des Versuchs zur Tétung des Tieres veranlaBten; doch haben wir auch 
gelegentlich das Fenster, wenn es seinen Zweck erfiillt hatte, wieder entfernt 
und gesehen, daB sich die Tiere wieder vollig erholten. 
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Abb. 1. Bauchfenster. 


1 Fir Unterstiitzung bei der technischen Ausarbeitung der Details 
bin ich Herrn M. Just zu grofem Dank verpflichtet. 
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Die Entnahme der Leber erfolgt unter aseptischen Kautelen mit 
gebogener Schere und Pinzette; zur Stillung der maéBigen Blutung ver- 
wendeten wir Koagulen mit gutem Erfolg. Vor Verletzung der Gallenblase 
mu8 man sich hiiten. Nach langerem Liegen des Fensters ist die Leber- 
entnahme bisweilen durch das Vorhandensein weiBlicher fibrinéser Auf- 
lagerungen auf Leber und viszeralem Peritoneum erschwert, die leicht 
zu Verklebungen fiihren und dann stumpf gelést werden miissen, damit 
die Leber wieder mobilisiert und der Schere zuganglich wird. Diese Fibrin- 
auflagerungen muB man sehr sorgfaltig von den zu analysierenden Leber- 
stuckchen entfernen, um Fehlresultate zu vermeiden. 

Das Bauchfenster wird in der angegebenen Form von Mechanikermeister 
Herrmann, Breslau 16, MaxstraBe 10, hergestellt. 


C. Die Messung des Redoxpotentials. 


Analog der Bestimmung der Wasserstoffzahl kann auch die des Redox- 
potentials auf elektrometrischem oder kolorimetrischem Wege erfolgen. 
Das elektrometrische Verfahren besteht darin, daB man das Potential, 
welches die Redoxlésung einer indifferenten (z. B. blanken Platin- oder 
Gold-) Elektrode erteilt, gegen eine Elektrode miBt, deren Potential, be- 
zogen auf die Normalwasserstoffelektrode, bekannt ist; gleichzeitig muB 
stets die Wasserstoffzahl der Redoxlésung ermittelt werden. Diesem 
direkten Verfahren steht das indirekte kolorimetrische gegeniiber, dessen 
Prinzip darin besteht, daB man dem zu untersuchenden Medium Indikator- 
farbstoffe, d.h. verkiipbare Farbstoffe, die mit ihren Leukoderivaten 
reversible Systeme von genau bekanntem Redoxpotential bilden, zusetzt 
und beobachtet, ob die Farbstoffe entfarbt (reduziert) werden oder nicht; 
verwendet man eine Serie von Indikatoren, deren Redoxpotentiale ver- 
schieden sind (genauer gesagt: die mit ihren Leukoderivaten Systeme 
von verschiedenen Redoxpotentialen bilden), so lassen sich aus dem Ver- 
halten der Farbstoffe Schliisse auf das Potentialniveau des Versuchs- 
mediums ziehen. Handelt es sich um Potentialbestimmungen reiner, 
wiasseriger Lésungen, so wird man der elektrometrischen Methode den 
Vorzug geben. In biologischen Substraten dagegen ist diese Methode mit 
schwer kontrollierbaren Fehlerquellen behaftet; dies erklart sich aus der 
Natur der zu messenden Potentiale (Nebeneinanderexistieren von rever- 
siblen, weiter von irreversiblen, nur indirekt potentialbestimmenden, und 
endlich von solchen Systemen, die nur sehr langsam und nur unter Mit- 
wirkung des Elektrodenmetalls Potentiale liefern, wie Zucker- und Schwefel- 
systeme) und aus der physikalischen Beschaffenheit des Mediums (kolloidaler 
Charakter der Zellsubstanz und ihre Zusammensetzung aus im physikali- 
schen Sinne heterogenen Systemen). Diese Schwierigkeiten haben zur 
Folge. daB je nach der physikalischen Beschaffenheit der Elektrode oft 
weit voneinander abweichende Potentiale gemessen werden und da 
Potentialdriften und lastige Polarisationserscheinungen auftreten kénnen. 
Wir gaben daher der kolorimetrischen MeBmethode den Vorzug, die ein- 
wandfreie Resultate liefert, vorausgesetzt, da man ihre Fehlerquellen 
kennt und nach Méglichkeit ausschaltet. Die erste dieser Fehlerquellen 
besteht darin, daB man durch Zusatz des Indikators zu der Redoxlésung 
dem einen schon vorhandenen Redoxsystem ein zweites hinzugesellt, das 
bei geniigend hoher Konzentration und vor allem dann, wenn sein Potential 
sehr von dem des ersten, zu untersuchenden Systems verschieden ist, das 
Potential dieses ersten Systems ganz wesentlich in der Richtung auf sein 
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eigenes zu verschieben und damit verfalschen kann. Man nennt diese 
Wirkung die ,,poising action*t des Indikators; sie ist véllig analog der 
..Pufferwirkung™, die z. B. Phosphatlésungen auf Saéuren und Basen aus- 
iiben. Weiter kann der Indikator, wie schon im theoretischen Teil erwahnt 
wurde, die in dem zu untersuchenden Substrat ablaufenden Oxydations- 
vorgange katalytisch beschleunigen und damit den Verlauf der Potential- 
kurve veraéndern. Diese beiden unerwiinschten Effekte des Indikator- 
zusatzes kénnen praktisch voéllig dadurch unterdriickt werden, da man 
den Indikator nur in minimalen Mengen zugibt, die seine Farbung bzw. 
Entfarbung eben noch deutlich erkennen lassen, und dafi man bei Ver- 
wendung mehrerer Indikatoren in einem Versuch alle in genau gleicher 
molekularer Menge zur Redoxlésung zufiigt. Eine andere Fehlerquelle 
liegt in dem Umstand, daB die Reduzierbarkeit der verschiedenen Indikatoren 
nicht allein von ihrem Potentialniveau, sondern auch von ihrem chemischen 
Charakter beeinfluBt wird; so sind beispielsweise Farbstoffe, deren Molekiil 
mehrere Sulfogruppen enthalt (z. B. Indigotri- und -tetrasulfosiure) zur 
Messung von Potentialkurven von Zellsuspensionen nicht besonders geeignet, 
da sie weitaus schwerer reduzierbar sind, als ihrer Stellung in der Redox- 
skala entspricht; es beruht dies zum Teil wohl darauf, daB die Haufung 
von Sulfogruppen dem Farbstoff die Fahigkeit nimmt. in die Zelle ein- 
zudringen (Chambers, Pollack und Cohen, Genevois). Wie aus unseren Ver- 
suchen hervorgeht, fallen die mit den beiden genannten Indikatoren er- 
haltenen Potentialwerte im allgemeinen deutlich aus der Potentialkurve 
heraus. die sich aus den Reduktionszeiten der tbrigen Indikatoren kon- 
struieren 14Bt. Ein umgekehrtes Verhalten, namlich eine dem eigenen 
Potentialniveau nicht entsprechende allzu leichte Reduzierbarkeit, zeigten 
in Vorversuchen die Farbstoffe Thionin (/i/des) und Nilblau, die daher 
fiir die eigentlichen Versuche nicht erst verwendet wurden. Man hat ferner 
in Erwagung gezogen, ob nicht die elektrische Ladung eines Farbstoffs 
seine Indikatorqualitat beeinfluBt (Benoist und Mitarbeiter), wir haben 
jedoch in dieser Hinsicht zwischen sauren und basischen Farbstoffen Unter- 
schiede nicht wahrgenommen. Ein wesentlicher Punkt. der bei Anwendung 
der kolorimetrischen Methode Beachtung erfordert, ist der, daB die anaerobe 
Entfarbung eines Indikators durch irgendein biologisches Substrat noch 
kein Beweis fiir das Vorhandensein eines echten potentialbildenden Redox- 
gleichgewichts in diesem Substrat ist. So entfarben beispielsweise Aldehyde, 
deren Oxydation vollig irreversibel verlaéuft, bei LuftabschluB nahezu alle 
Indikatoren auf der positiven Seite der Skala bis herab zu den Indigo- 
derivaten; es liegt hier ein Analogon zu dem friiher erwahnten .,schein- 
baren Reduktionspotential** irreversibel reduzierbarer Stoffe (Conant) vor. 
Um wirklich festzustellen, ob ein echtes Gleichgewicht oder nur ein der- 
artiges ,.scheinbares** Potential in dem untersuchten Medium vorliegt. 
muB man das Ergebnis des eigentlichen Entfarbungsversuchs durch ein 
(iegenexperiment kontrollieren, indem man den Anséitzen des Versuchs- 
mediums unter strengstem Ausschlu8B von Luft die gleichen Indikatoren 
wie im ersten Versuch und in gleicher Menge wie bei diesem, aber in redv- 
zierter Form zusetzt und nun beobachtet, ob das Medium imstande ist, von 
sich aus in Abwesenheit von O, den Leukofarbstoff zu reoxydieren. Ist das 
Potential des Mediums héher als das des Farbstoffs, so muB der Indikator, 
wenn ein reversibles System vorliegt, gefarbt bleiben, seine Leukoform aber 
anaerob oxydiert werden; ist umgekehrt das Potential des Farbstoffs héher, 
so muB dieser im Falle eines reversiblen Systems entfarbt werden, seine 
Leukoform aber unverandert bleiben. Bei der stark negativen Tendenz der 
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Potentialkurven biologischer Systeme mubte man damit rechnen, im 
Leukotarbstoffversuch mit gewissen Indikatoren erst eine zunehmende 
Farbung und dann (bei fallendem Potential) eine erneute Entfarbung des 
Ansatzes zu beobachten; diese Feststellung wurde in der Tat bei bestimmten 
Indikatoren regelmaéBig gemacht. Bleibt aber im Leukoindikatorversuch 
ein Farbstoff von vornherein reduziert, der im eigentlichen Indikator- 
versuch erst nach Ablauf einiger Zeit entfairbt wird, so laBt sich daraus 
mit Sicherheit schlieBen, daB in dem Zeitraum vor Eintritt der Entfarbung 
ein echtes reversibles Gleichgewicht in dem untersuchten Milieu nicht 
bestanden hat; wie aus den untenstehenden Protokollen hervorgeht, ist 
diese Erscheinung bei Anwendung von Indophenolfarbstoffen (also von 
Indikatoren mit relativ hohem Potentialniveau) stets nachweisbar, was 
darauf hindeutet, daB im ersten Abschnitt der Potentialkurve die durch 
den Entfarbungsversuch mit oxydierten Indikatoren gemessenen ziemlich 
hohen Potentialwerte keinen echten Redoxgleichgewichten entsprechen. 
Die einander erganzenden Versuche mit oxydierten und _ reduzierten 
Indikatoren wurden aus Griinden der Materialersparnis und auch deshalb, 
weil sie sich nicht gleichzeitig durchfiihren lieBen, nicht am selben Tier, 
sondern an verschiedenen Tieren unter méglichst identischen Bedingungen 
angestellt. 





Haufig kann das Redoxpotential auf kolorimetrischem Wege nur 
angenahert ermittelt werden, namlich wenn das Versuchsmedium von 
zwei auf der Redoxskala benachbarten Indikatoren den einen vdéllig, den 
anderen tiberhaupt nicht reduziert; das gesuchte Potential liegt dann 
zwischen den beiden Indikatoren. Da aber durch die Arbeiten der letzten 
Jahre so viele Indikatoren bekannt geworden sind, da®B ihr MeBbereich 
den ganzen physiologisch wichtigen Teil der Redoxskala nahezu liickenlos 
iiberdeckt, haben diese durch Mittelung erhaltenen Potentialwerte meist 
eine fiir praktische Zwecke ausreichende Genauigkeit. GréBer ist diese 
in den Fallen, wo das Redoxpotential des Substrats etwa den gleichen 
Wert hat wie das des zugesetzten Indikators, da es dann nicht zu einer 
volligen Entfarbung des Indikators kommt, sondern das Gleichgewicht 
zwischen beiden Systemen bei einer mehr oder minder intensiven partiellen 
Entfarbung erreicht wird, die sich unter gewissen Bedingungen kolori- 
metrisch auswerten 1aBt. Ungliicklicherweise ist die Giiltigkeit des Beer- 
schen Gesetzes fiir die Farbstirke in Gemischen von Farbstoff und Leuko- 
farbstoff nur eine sehr begrenzte und die Beziehung zwischen Farbintensitat 
und Reduktionsgrad keine lineare. Gibbs, Cohen und Cannan geben an, 
daB bei den Indophenolfarbstoffen (in m/1000 Lésung) die Entfarbung erst 
bei einem Reduktionsgrad von 70°, anfangt, dem Auge erkennbar zu werden, 
und schon bei einem solechen von 95°, komplett ist. Die Verwendung 
eines Spezialkolorimeters, mit dessen Hilfe der sichtbare Reduktionsbereich 
etwas erweitert werden kénnte, ist beim Arbeiten mit biologischem Material 
meist nicht méglich. Dasselbe wie fiir die Indophenole gilt auch fiir andere 
Farbstoffe; Messungen von Hirsch und Riiter haben ergeben, daB selbst 
bei Verwendung eines Kolorimeters der Reduktionsgrad reiner Methylen- 
blaulésungen sich mit einiger Genauigkeit (Fehlerbreite 1 Millivolt) nur 
in dem zwischen 62 und 97°, liegenden Reduktionsbereich aus der Farb- 
intensitat berechnen laBt. Wir haben uns daher begniigt, unter Zugrunde- 
legung dieser Zahlen in den Fallen, wo eine partielle Entfarbung beobachtet 
wurde, den Reduktionsgrad zu schétzen, indem wir eine eben erkennbare 
Entfarbung einem Reduktionsgrad von 70°,, eine deutliche Entfarbung 
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einem von 80°, und eine nahezu komplette Entfarbung einem von 90°, 
gleichsetzten. Die Farbstarke jedes Ansatzes, bei dem eine partielle Ent- 
farbung im Bereich der Méglichkeit lag (eine solehe kam nur bei Indi- 
katoren in Frage, deren Potential negativer war als das des Methylenblaus), 
wurde zu Beginn des Versuchs an Hand einer willkiirlich gewahlten Skala 
von Standardfarbstoffen gemessen und ihre Abnahme im Laufe des Versuchs 
durch Vergleich mit der Standardlésung, die die gleiche Farbintensitat 
hatte wie der Ansatz zu Beginn des Versuchs, kontrolliert; in den Leuko- 
farbstoffversuchen wurde der Grad der Reoxydation an Testréhrchen 
verfolgt, die den Indikator in gleicher Konzentration, aber in oxydierter 
Form enthielten. GeméB dem Gesagten darf der Reduktionsgrad eines 
vollig entfarbten [ndikators zu 95°, * angenommen werden, wahrend der 
eines nicht erkennbar entfairbten Indikators zwischen 5* und 70% liegen 
kann und nur durch einen Versuch mit einem benachbarten positiveren 
Indikator naher definiert werden kann. 

Wir geben im folgenden eine Liste der verwendeten Redoxindikatoren, 
ihres Molekulargewichts und ihres Redoxpotentials bei pH 7 und 30° in 
Ey-Werten (Tabelle I; £,, das Gleichgewichtspotential des betreffenden 
Systems, gibt den Potentialwert an, der bei gleicher Konzentration von 
Reduzens und Oxydans, d.h. bei einem Reduktionsgrad von 50°, ge- 
messen wird). Aus den H)-Werten wurde der Potentialwert fiir die anderen 
hier in Betracht kommenden Reduktionsgrade nach Tabelle II berechnet. 

Die Indikatoren Nr. 8 bis 10 und 14 bis 17 waren Handelspraparate 
(Nr. 8, 14 und 16 von Griibler, die iibrigen von der I. G. Farbenindustrie, 
Werk Leverkusen; Methylenblau chlorzinkfrei). Nr. 1 wurde nach Cohen- 
Phillips durch Zusammenoxydieren von Aminodimethylanilinhydrochlorid 
und Phenol mit Hypochlorit erhalten. Der Farbstoff ist in Lésung unbe.- 
standig und muB sogleich nach Herstellung verwendet werden. Die Indo- 
phenole (Nr. 2 bis 4 und 6) wurden nach Hirsch durch Kondensation von 
Chinonchlorimiden mit Phenolen in alkalischer Lésung hergestellt und die 
Farbstoffe aus ihrer Lésung ausgesalzen. Das 2, 6-Dichlorchinonchlorimid 
wurde durch Chlorierung von p-Nitrophenol mit KCIO, + HCl, Reduktion 
des Dichlornitrophenols mit Zinn und Salzséure und Behandlung des Amido- 
derivats mit Chlorkalk in saurer Lésung erhalten; es wurde mit der be- 
rechneten Menge des Phenols (fiir Nr. 2 Phenol selbst, fiir Nr. 3 o-Kresol, 
fiir Nr. 6 1-Naphthol-2-sulfosaures Natrium, nach Schdffer aus «-Naphthol 
und konzentrierter Schwefelsiure bereitet) und etwas Alkohol verrieben 
und unter allméhlicher Zugabe von etwas mehr als der berechneten Menge 
eiskalter n NaOH kondensiert. Das 2, 6-Dibromchinonchlorimid wurde 
analog aus p-Nitrophenol und Brom gewonnen und daraus Nr. 4 durch 
Kondensation mit Guajakol und NaOH dargestellt. Nr. 5 wurde nach 
Cohen und Phillips durch Zusammenoxydieren von m-Toluylendiamin 
mit p-Aminophenolchlorhydrat mittels Luftstroms in alkalischer Lésung 
dargestellt ; der Farbstoff ist bei px 7 rot gefarbt. Nr. 7 erhielten wir nach 
Phillips, Cohen und Clark durch Kondensation von Nitrosodimethy!- 
anilinhydrochlorid und m-Toluylendiamin in wisseriger Lésung, Nr. 11 


* Es is zu beachten, daB vom physikalischen Standpunkt aus weder 
ein zu 100° reduzierter noch ein zu 100°, oxydierter Farbstoff denkbar 
ist, da das Potential von jenem — oc, das des anderen +- © sein miiBte. 
Jeder noch so reine Farbstoff bzw. Leukofarbstoff enthalt Spuren der 
anderen Systemkomponente, die ihm ein definiertes Potential erteilen. 
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und 13 nach Sullivan, Cohen und Clark aus Indigo und rauchender Schwefel- 
siure, und zwar wurde zur Herstellung von Nr. 11 der Indigo bei 110° 
mit einer Saure von 33°, ig. SO,-Gehalt, fiir Nr. 13 bei 50° mit einer Saure 
von 15° ig. SO,-Gehalt digeriert. Von Nr. 12 wurde fiir den Versuch | 
ein Handelsprodukt (Capriblaun GON der I. G.) verwendet, spéiter ein 
nach Cohen und Preisler') durch Luftoxydation einer acetat-alkalischen 
Lésung von Dimethyloxy-p-phenylendiamin hergestelltes Methyleapriblau ; 
das Phenylendiaminderivat erhielten wir aus m-Dimethylaminophenol 
durch Behandlung mit salpetriger Saéure und Reduktion der Nitroso- 
verbindung mit Zinnchloriir; dieser Farbstoff wurde aus seiner Lésung 
durch NaNO, als Nitrat ausgefallt. In zwei Kontrollversuchen mit 
normalem Lebergewebe wiesen beide Capriblauarten gleiche Entfarbungs- 
zeiten auf. 

Die fiir die Messung verwendeten Thunberg-Réhrchen waren genau 
den Angaben von Alhilgren entsprechend angefertigt und darauf geeicht, 
ein Vakuum von 10 bis 15 mm Hg 48 Stunden lang zu halten. 

Von jedem Indikator wurden m/100 Stammlésungen hergestellt und 
unmittelbar vor Ausfiihrung der Bestimmung dadurch, daB je 0,5 cem 
der Farblésungen mit 1 cem m/3 Phosphatpuffer vom px 7 (aus KH,PO, 
und Nag HPO, nach Sérensen) und 8,5 ccm destilliertem Wasser verdiinnt 
wurden, 0,0005 mol. Indikatorlésungen in m/30 Phosphat bereitet. Da 
die Stammlésungen der Indikatoren Nr. 1 bis 8 und 16 nur kurze Zeit 
haltbar sind, miissen sie vor jeder Bestimmungsserie frisch bereitet werden. 
Diese Lésungen sind auch nicht hitzebestandig und kénnen nicht sterilisiert 
werden, doch geniigt der Zusatz von etwas Toluol, um das Interferieren 
bakterieller Prozesse wihrend der Versuchszeit zu vermeiden. Aus Griinden 
der Ersparnis an Untersuchungsmaterial und Zeit wurden fiir einen Versuch 
nicht alle in der Liste verzeichneten Indikatoren, sondern nur eine geeignete. 
in den einzelnen Versuchen verschiedene Auswahl von fiinf bis sieben 
Farbstoffen verwendet. Die Bestimmung der Redoxpotentialkurve ge- 
staltete sich wie folgt: Von dem exzidierten, sorgfaltig von anhaftendem 
Blut (mittels FlieBpapier) und von Fibrinresten gereinigten Lebergewebe 
wurden méglichst schnell soviel Portionen, wie Indikatoren angewendet 
werden sollten, zu je 0,1 g an der Torsionswaage abgewogen, mit einer 
scharfen Schere in vier bis fiinf Stiickchen zerschnitten, in Thunberg- 
Réhrchen eingebracht und in 0,9cem m/30 Phosphatpuffer von pH 7 
suspendiert. Dann wurden 0,1 cem der gepufferten 0,0005 mol. Indikator 
lésung und zwei Tropfen Toluol (schwefelfrei) zugesetzt, das Réhrchen 
verschlossen und evakuiert, bis die Fliissigkeit beim Erwarmen in der 
Hand kochte, und nach Ausfiillung des seitlichen Rohransatzes mit Wasser 
in einen auf 30° (+ 0,1°) einregulierten, mit Riihrvorrichtung versehenen 
Thermostaten versenkt, dessen vordere Langswand aus Fensterglas und 
dessen hintere aus Milchglas bestand; die Farbung wurde durch seitliche 
Betrachtung gegen die Milchglasscheibe bei Tageslicht oder kiinstlichem 
weiBen Licht (Tageslichtlampe) kontrolliert und der Zeitpunkt der be- 
ginnenden, deutlichen und vélligen Entfarbung notiert. In das endgiiltige 
Protokoll wurden dann nur die Daten des Eintritts der definitiv bestehen- 
bleibenden Farbveranderung (véllige oder stationare partielle Entfarbung) 


1 Herrn Dr. Preisler in Philadelphia, U.S. A., bin ich dafiir, daB er 
mir die Herstellungsweise des Farbstoffs vor Erscheinen der Publikation 
mitgeteilt hat, zu groBem Dank verpflichtet. 
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aufgenommen. Die Beobachtungsdauer betrug maximal 12 Stunden, 
doch war die endgiiltige Gleichgewichtslage stets schon nach 3 bis 4, héchstens 
einmal 6 Stunden erreicht, und die weitere Beobachtung hatte nur den 
Zweck, das Gleichbleiben des erreichten Endpotentials festzustellen. 


Zur Ausfiihrung der Leukoindikatorversuche war eine besondere 
Apparatur erforderlich, die die Reduktion der Farbstoffe ohne Anwendung 
geléster und das Versuchsmedium beeinflussender Reduktionsmittel er- 
méglichte und die den Zusatz genau abgemessener Leukoindikatormengen 
zum Untersuchungsmaterial unter striktem LuftabschluB  gestattete. 
J. und D. M. Needham 
sowie Clark und Cohen — > 
haben hierfiir sehr kom- pF a 
plizierte Apparate ange- 
geben, die fiir unsere | 
Zwecke nicht geeignet ( 
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pipette, deren  LEinzel- 
heiten aus Abb. 2 her- 
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wandiges Reagenzglas 

(2x 9,5em) werden 9ccem _*. 
eines durch Aufkochen ; 
entliifteten Phosphat - 


puffers von px 7,0 und 
leem von einer der wie 
oben angegeben herge- 
stellten 0,0005 mol. In- 
dikatorlésungen in m/30 
Phosphat puffer einpipet- 
tiert, etwa 0,2 ¢ Platin- 
asbest (nach Clark und 
Cohen bereitet durch Er- 
hitzen einer sehr ver- 
diinnten Platinchloridlésung mit Glucose und Natronlauge in Gegenwart von 
gewaschenem Asbest) in der Farblésung aufgeschwemmt, diese etwa lem 
hoch mit Paraffinum liquidum iiberschichtet und das Rohr mit einem gut 
passenden, doppelt gebohrten Gummistopfen verschlossen, durch dessen eine 
Bohrung ein kurzes, rechtwinklig gebogenes, unmittelbar unterhalb des 
Stopfens endigendes Glasrohr fiihrt, welches eine kugelige, als Blasenfanger 
dienende Erweiterung tragt, wahrend in die andere Bohrung eine Hiittigsche 
Eintauchnutsche aus Jenaer Glas (G 1 von Schott, Plattendurchmesser 10 mm, 
Rohrlange 18cm) eingepaBt ist, deren unteres Ende mit der aus Glas- 
frittenmasse bestehenden Filterscheibe bis auf den Boden des Rohres 
hinabreicht. Das obere Ende des Filterréhrchens ist mittels eines Vakuum- 
schlauchstiickes mit dem Ansatzrohr d der Vakuumpipette, welches kurz 
vor seinem Ende einen Dreiweghahn c tragt und auf diese Weise gleich- 
zeitig eine Verbindung mit einem Wasserstoffentwicklungsapparat  er- 
méglicht. Die Vakuumpipette (aus dickwandigem Glas) besteht aus einer 
Kammer, die 1,1 cem fa8t und in '/,,cem graduiert ist. Die Kammer ist 
Q* 


Abb. 2. Vakuumpipette (etwa !/, natiirl. GréBe) 
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beiderseits zu diinnen Rohren verjiingt, von denen das obere f die Marken 0 
und 0,1 cem, das untere g die Marken 1,0 und 1,1 cem tragt; an beide Rohr- 
enden sind Dreiweghaéhne angeschmolzen, von welchen k einen durch den 
Hahn n verschlieBbaren Ansatz (7) zum AnschluB an die Wasserstrahl- 
pumpe und einen weiteren (h), der mittels Vakuumschlauchs mit dem 
seitlichen Stutzen des Thunberg-Réhrchens verbunden wird, tragt. Durch 
den Hahn / kommuniziert die Kammer einerseits iiber d mit dem Indikator- 
gefaB a, andererseits iiber m mit einem quecksilbergefiillten NiveaugefaB. 
Vor Verwendung der Pipette ist dafiir zu sorgen, daB m und die linke 
Bohrung von / vollig mit Hg ausgefiillt ist und der mit der Leukolésung 
in Beriihrung kommende Teil des Hg durch Heben und Senken des Niveau- 
gefaBes bei den Hahnstellungen der Skizze und Absaugen des entwickelten 
Gases bei Stellung I von & luftfrei gemacht wird. 


Unmittelbar vor Beginn des Versuchs wird das T'hunberg-R6éhrchen 
mit 0,1 g Leber (ohne Puffer) und 2 bis 3 Tropfen Toluol beschickt. Zur 
Herstellung der Leukolésung wird zunichst ¢ so gestellt, daB der Weg von 
dem H, liefernden Kippapparat nach 6 frei ist, und Wasserstoff in lebhaftem 
Strom, der durch das Glasfilter in feinste Blischen verteilt wird, so lange 
durch die Farblésung hindurchgeleitet, bis keine Spur von der Eigenfarbe 
des Indikators mehr zu sehen ist. Die Leukolésungen sind schwach gelb, 
bei den Indigoderivaten intensiv gelb gefarbt. Sie miissen am Tage des 
Versuchs frisch bereitet werden. Die Reduktion dauert stets nur wenige 
Minuten. Nun wird der Hahn des Kipp geschlossen, die Wasserstrahl- 
pumpe in Betrieb gesetzt, bei unveranderter Stellung von ¢ eine Kommuni- 
kation zwischen Pumpe und Thunberg-Réhrchen hergestellt und dieses 
samt dem anschlieBenden Rohrsystem 3 Minuten lang evakuiert. Dann 
wird der Hahn des Thunberg-Réhrchens geschlossen, k& in Stellung I um- 
gelegt und bei einer Position von /, die eine Verbindung zwischen e und d 
herstellt, die ganze Pipette bis ¢ evakuiert. c wird jetzt vorsichtig in 
Stellung ILI gebracht, die Leukolésung so weit emporgesauyt, bis b und die 
Bohrung von c von ihr ausgefiillt sind, und dann c sofort wieder in die 
vorherige Lage zuriickgedreht. Jetzt wird die ganze Pipette nochmals 
evakuiert, dann k in Stellung II gebracht und e vorsichtig so (Stellung III) 
gedreht, daB die Leukolésung langsam durch d und e bis zum Seitenrohr 
des Phunberg-Réhrchens hinaufsteigen kann und die ganze Pipette fiillt. 
Durch leichtes Beklopfen der Kammer kénnen Gasblaschen, die sich ge- 
legentlich an der Pipettenwand absetzen, veranlaBt werden, nach h hinaut- 
zusteigen, von wo sie sich durch erneutes Evakuieren bei der Skizzen- 
stellung von k entfernen lassen; in diesem Falle muB8 natiirlich h von e 
aus erneut mit der Leukolésung gefiillt werden. Nun wird / so gedreht, 
daB die Kammer mit dem in der Héhe der 1 cem-Marke aufgehaingten 
NiveaugeféB in Verbindung steht, der Hahn m geschlossen und durch sehr 
vorsichtiges Umlegen des Hahnes k von Stellung II (durch Linksdrehung!) 
nach I (derart, da8 nur zeitweilig eine minimale Kommunikation zwischen 
i und e hergestellt wird) das Hg aus dem Reservoir in die Pipette so weit 
hinaufgesogen, bis sein Niveau in dieser genau bei der 1,1 cem- oder 1,0 cem- 
Marke in g steht, und die iiberschiissige Leukolésung nach ¢ hinaufgedriickt. 
Welche von beiden Marken gewahlt wird, ist gleichgiiltig; man versucht 
zuerst, den Hg-Meniskus auf die 1,1 cem-Marke einzustellen; steigt er 
versehentlich etwas héher, so kann man ihn immer noch auf die 1,0 cem- 
Marke adjustieren. K wird jetzt wieder in Stellung II umgelegt, der Hg- 
Spiegel im NiveaugefaiB auf die Héhe der 0-Marke gehoben und durch 
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vorsichtiges Offnen des Hahnstopfens vom Thunberg-Réhrchen und An- 
steigenlassen des Hg bis zur 0,1 cem- bzw. 0 cem-Marke genau | cem der 
Leukolésung in das Roéhrchen hiniibergesaugt, das Réhrchen schnell! ver- 
schlossen, abgenommen, geschiittelt, damit sich die Leberstiickchen gut 
in der Lésung suspendieren, und nach Einfiillung von Wasser in das Ansatz- 
stiick in den Thermostaten versenkt. Zur Reinigung der Pipette wird c 
von 6 gelést, das gebrauchte Hg abgelassen und dieses und die Pipette 
griindlich mit Wasser und Alkoho] gewaschen und getrocknet. 

Da die beschriebene Prozedur etwa 8 Minuten dauert und wir nur eine 
Pipette benutzen konnten, haben wir bei unseren Reihenversuchen die 
frisch entnommene Leber, deren Verwendung nicht sofort méglich war, 
in Portionen von 0,1 g abgewogen und in evakuierten Thunberg-Réhrchen 
so lange beiseite gestellt, bis der Leukoindikatorzusatz erfolgen konnte, 
um so einen unerwiinschten EinfluB des Luft-O, auf das Potential auszu- 
schalten. 

D. Chemische Methoden. 

In der Leber wurde neben dem Potential der Gehalt an reduziertem 
(GSH) und oxydiertem (G,8,) Glutathion nach einer eigenen, an anderer 
Stelle ver6ffentlichten Mikromethode fest gestellt. Im Urin der Versuchstiere 
wurde der Zucker nach Bertrand, das Gesamtaceton und die /-Oxybutter- 
séure nach van Slyke und der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt ; der Aceton- 
nachweis erfolgte mittels der Proben von Legal und Frommer. Die Gerhardt- 
<eche Reaktion konnte im Kaninchenharn wegen seines hohen Phenol- 
gehalts nicht angestellt werden. Im Blute der Phosphortiere wurde der 
Zuckergehalt nach Hagedorn-Jensen ermittelt; gelegentlich wurden auch 
Acetonkérperbestimmungen im Blute nach van Slyke-Fitz ausgefiihrt. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird beim Bauchfensterkaninchen im Normalzustand und 
bei experimenteller Ketosis das Redoxpotential und der Glutathion- 
gehalt der Leber verfolgt. 

2. Sowohl bei der Phlorrhizin- wie bei der Phosphorketosis ist 
auf der Héhe der Ketonkérperausscheidung das Redoxpotential der 
Leber gegeniiber der Norm deutlich nach der positiven Seite verschoben, 
das reduzierte und das Gesamtglutathion stark vermindert und das 
oxydierte Glutathion vermehrt. 

3. Nach Einverleibung von Dioxyaceton geht das Redoxpotential 
der Leber bei Phlorrhizinketosis schnell auf seinen stark negativen 
Normalwert zuriick und Gesamt- wie reduziertes Glutathion nehmen 
erheblich zu, waihrend die absoluten Werte des oxydierten Glutathions 
in der gleichen Zeit nur wenig absinken. Die Leberzelle ist danach 
befahigt, in kiirzester Zeit reduziertes Glutathion aus unbekannten 
Vorstufen neu zu bilden. 

4. Bei der Phosphorketosis wird das Niveau des Redoxpotentials 
und der Gesamtglutathiongehalt der Leber durch Injektion von Dioxy- 
aceton nicht beeinfluBt; es tritt lediglich eine geringfiigige Vermehrung 
des reduzierten Glutathions auf Kosten des oxydierten ein. 
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5. Die Bedeutung dieser Befunde fiir das Verstandnis vom Wesen 
der Verkniipfung von Kohlenhydrat- und Fettverbrennung wird be- 
sprochen. 

Wird reduziertes Glutathion mit Aldehyden in saurer Lésung 
zusammengebracht, so verliert es einen Teil seines Jodbindungs- 
vermogens. Méglicherweise spielt eine derartige Reaktion auch bei 
dem physiologischen Verschwinden des Glutathions eine Rolle. 


Tabelle II. 


Beziehungen zwischen dem Keduktionsgrad eines Farbstoffs (ausgedriickt 

durch den prozentualen Anteil der reduzierten Komponente an der Gesamt- 

menge des vorhandenen Farbstoffsystems) und dessen Redoxpotential fiir 

den Bereich von 50 bis 100°, Reduktion bei 30°. (Nach Phillips, Clark 
und Cohen.) 





Redoxpotential E, = Fy 


Reduktionsgrad (oder Ey) — 2 


%/) Red. m\ 
5) a 0 
60 5 
70 11 
80 18 
90 29 
95 38 
100 oo 


Tabelle 111. 


EinfluB von Aldehyden auf das Jodbindungsvermégen von Glutathion. 

Die Aldehyde wurden in neutralisierten Lésungen (frisch bereitet) ver- 

wendet, deren Konzentration beim Acetaldehyd nach Ripper, beim 

Methylglyoxal nach Fischler und Béttner ermittelt wurde. Das benutzte 

Glutathion war ein nach Hopkins aus Hefe dargestelltes. kristallisiertes 
Praparat. 





ecm n 500 J» 


Ansatz gebunden — der Theorie 
1 cem (1,25 mg) GSH + 2cem 1%ig. HC! 2,06 109 
leem (1,2 5 mg) GSH + 1 cem (35 mg) Acetaldehyd 
leem 2% ig. HCl. . . 1,63 79 


leem (1,25 mg) GSH + 1lecem (! 55 mg) Methylglyox al 


+1leem 2° ig. HCl a 1,45 72 
1 cem (1,35 mg) GSH + 2 cem 1 %ig. HCl. Nae a 2,18 100 
teem (1,35mg) GSH + leem (42 mg) Acetalde hyd 

+1ecem 2° ig. HCl. . 1,89 83 
lcem (1,385 mg) GSH + 1 cem (70 mg) Me ethylglyoxal 

+ieem 2°%,ig. HCl... . 1.56 72 


EB. Protokolle. 
Vorbemerkung: Bei den Indikatorversuchen ist Jeweils am Ende des 
Versuchsprotokolls das sich aus dem Verhalten der negativsten Indikatoren 
ergebende definitive (Gleichgewichts-) Redoxpotential in Millivolt, bezogen 
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auf die Normalwasserstoffelektrode, angegeben; die vor der Erreichung 
dieses Gleichgewichts liegenden Potentialwerte, die sich aus den Ent- 
farbungszeiten der anderen Indikatoren errechnen lassen, sind aus Raum- 
ersparnis bei den einzelnen Versuchen nicht verzeichnet, sondern in den 
zu jedem Versuch gehérigen Abbildungen kurvenmaéBig zusammengestellt. 
Die Indikatoren sind der Kiirze halber mit der Nummer, unter der sie in 
der Tabelle I aufgefiihrt sind, bezeichnet. 

[. Phlorrhizinversuche. Potentialmessung in Versuch 1 bis 2 
und 5 mit oxydierten, in Versuch 3 bis 4 mit Leukoindikatoren. 


Versuch 1. Kaninchen 2,5 kg. 


17. Januar 1930. Bauchfenster eingesetzt. 


| ane 1930. Leber entnommen. GSH 222, G,S8, 25 mg-",. 
Indikator Nr. 2 voéllig entfarbt in 8 Min. 
% a fa ¢9 a OO on 
S w» Ws » Std. 15 Min. 
+ of Ee ee = —— ee 8 ae 
” » 1 » » BS vw» @ 


vs 17 nicht erkennbar reduziert in 12 Std. 
Potential zwischen 245 und 300mV. Da dieser Wert nicht genau genug 
definiert ist, wird der Versuch am nachsten Tage mit anderen Indikatoren 
wiederholt. 

22. Januar 1930. Leber entnommen. 


Indikator Nr. 4 véllig entfarbt in 30 Min. 


9 OD 455 % » 40 
9 ae *» » Std. 25 Min. 
os . 14 ” ”” bed 3 ” 





Potential 250 (+ 5)mV. Die Indikatorversuche vom 21. und 22. Januar 
sind in der Kurve A von Abb. 3 zusammengefaBt graphisch dargestellt. 

23. Januar 1930. Tier erhalt kein Futter mehr. — 

27. - 1930. 11 Uhr 2,5g Phlorrhizin in Ol. Im Tagesurin 
(8 bis 8 Uhr) 0,5g Zucker. 

28. Januar 1930. Tagesurin 4,8g Zucker, Aceton 

29. 1930. - 30e » » ; +, 

10 Uhr Leber entnommen. GSH 19, G,S, 123 mg-°,-. 

Indikator Nr. 2 véllig reduziert in 7 Min. 


s ” 5 or . Pry 55 ” 
wo ~ ‘a . | Std. 50 Min. 
99 me =o | oo oe 


.. 13 deutliche Entfarbung nach 4Std. 50 Min., 
weiterhin stationar. 


Potential 320mV. Kurve B in Abb. 3. 
30. Januar 1930. 2,5 g Phlorrhizin in Ol. Tagesurin 4,9 g Zucker. 
Aceton +. 
31. Januar 1930. 11 Uhr Leber entnommen. 
Indikator Nr. 12 véllig reduziert in 4 Std. 50 Min. 
13 deutliche Entfarbung in 4 Std. 50 Min., weiter- 
hin stationar. 
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12,35 bis 12,40 Uhr 18 cem 30°,iges Dioxyaceton intravenés, 13 Uhr 
Leber entnommen. GSH 112, G,S, 98 mg-°,. 


Indikator Nr. 2 véllig reduziert in 7 Min. 


oe ss ® os bd ae 4 

= “~ Poe re . | Std. 25 Min. 

5 «tt =—_ 

i te aie - a 

Pe aaa “ ee 

oe ,. 16 nicht erkennbar reduziert in 12 Std. 


Potential 250 mV. Kurve C in Abb. 3. 


Versuch abgebrochen. 























6 é 7] 
Stunden Stunder 
Abb. 3. Abb. 4. Zu Versuch 2. 


Potentialkurven zu Versuch 1. 
(Buchstabenerklarung und Einzelheiten 
der Abb. 3 bis 11 siehe in den Versuchs- 

protokollen.) 


Versuch 2. Kaninchen 2,3 kg. 
11. Marz 1930. Bauchfenster eingesetzt. 
17. ., 1930. Leber entnommen. GSH 142, G,S, 43 mg-%. 


Indikator Nr. 2 véllig reduziert in 9 Min. 


se ra - ee a 

ne ~~ wa pi .. | Std. 15 Min. 

- ae. ~~ ‘ s fs ew 

i = a Pe — Se 

sé .. 16 nicht erkennbar reduziert in 12 Std. 


Potential 250mV. Abb. 4, Kurve A. 


Kein Futter mehr. 


20. Marz 1930. 12 Uhr 3g Phlorrhizin in Ol. Tagesurin: Spur Zucker. 
21. ., 1930. Tagesurin 1,4 g¢ Zucker, Aceton 
22. ., 1930. ” lig — "i Spur. 


12 Uhr Leber entnommen. GSH 62, G,S, 86 mg-°,. 
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Indikator Nr. 2 véllig reduziert in 10 Min. 


Pm a ae - ». 55 Min. 
“ ae es »  2Std. 30 Min. 
* aa re a a es 
.. 14 eben erkennbar reduziert in 4 Std., weiterhin 
stationar. 


Potential 285mV. Abb. 4, Kurve B. 
23. Marz 1930. 2g Phlorrhizin in Ol. Tagesurin 2.4 g Zucker, 0,60 g N; 
D:N = 4,0. Gesamtaceton 11 mg. 
24. Marz 1930. Tagesurin 2,55 g Zucker, 0,99 g N; D: N 2,58. Ge- 
samtaceton 31 mg. 
12 Uhr Leber entnommen. GSH 19, G,S, 93 mg-°,. 
Indikator Nr. 10 véllig reduziert in 2 Std. 50 Min. 
, ww BB on - ek: x 
- .» 13 deutlich reduziert in 4 Std., weiterhin stationar 
‘ 14 nicht erkennbar reduziert in 12 Std. 
Potential 320mV. Abb. 4, Kurve C. 
12,40 bis 12,50 Uhr 20cem 30°, iges Dioxyaceton intravenés. 13,10 Uhr 
Leber entnommen. GSH 117, G28, 93 mg-°,. 
Indikator Nr. 2 véllig reduziert in 8 Min. 
» 6 és oe .. OO 


‘9 S = . I Std. 30 Min. 
+ 9 42 me “3 ao it » we 
‘" ie ‘i st a @ 

+ a a ae 


* ,. 16 nicht erkennbar reduziert in 12 Std. 
Potential 250mV. Abb. 4, Kurve D. Tier iiberlebt. 


mv 

















300 





























7] 2 4 





6 
Stunden 
Abb. 5. Zu Versuch 3. Abb. 6. Zu Versuch 4. 


Versuch 3. WKaninchen 2,3 kg. 
7. April 1930. Bauchfenster eingesetzt. 
ll. ,, 1930. Leber entnommen. GSH 197, G,S, 49 mg-%. 
Leukoindikator Nr. 2 bleibt entfarbt 
6 - in 
.. 1O blaut sich nach 5 Min. deutlich, wieder reduziert 
nach | Std. 20 Min.!. 
i .. 12 wie Nr. 10, wieder reduziert nach 2 Std. 


Potential 250 mV. Abb. 5, Kurve A. 
Kein Futter mehr. 


1 Vom Beginn der Beobachtung an gerechnet. 


., 14 blaut sich sofort véllig, wieder reduziert nach 3.Std. 
= wee ; .. ». nicht reduziert in 12 Std. 





uw 
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14. April 1930. 10 Uhr und 18 Uhr je 0,5 g Phlorrhizin in Soda. Tages- 
urin 0,2 g Zucker Aceton —. 
15. April 1930. 9, 14, 20 Uhr je 0,5g Phlorrhizin. Tagesurin 6,3 g 
Zucker, 2,55g N; D:N = 2,47. Gesamtaceton 30 mg. 
16. April 1930. Phlorrhizin wie gestern. Tagesurin 5,6 g Zucker, 2,05 g 
N; D:N = 2,73. Gesamtaceton 62 mg. 
17. April 1930. 11 Uhr Leber entnommen. GSH 55, G,S, 105 mg-°,. 
Leukoindikator Nr. 2 bleibt entfarbt 
».2 9 - 
.. 10 blaut sich nach 2 Min. fast véllig, wieder reduziert 
nach 3 Std. 
. 12 blaut sich nach 2 Min. fast véllig, wieder reduziert 
nach 5 Std. 30 Min. 
- » 13 blaut sich sofort véllig, wieder reduziert nach 6 Std. 
- ott .” * » » hicht reduziert in 12 Std. 
Potential 310mV. Abb. 5, Kurve B. 
12,30 bis 12,40 Uhr 20 cem 30°, iges Dioxyaceton intravenés. 13 Uhr 
Leber entnommen. GSH 154, G,S, 105 mg-°,. 


te 


Leukoindikator Nr. 2 bleibt entfarbt 
.. 10 blaut sich nach 5 Min. eben erkennbar, wieder redu- 
ziert nach 45 Min. 
, 12 blaut sich nach 5 Min. deutlich, wieder reduziert 
nach | Std. 10 Min. 
. 14 blaut sich sofort véllig. wieder reduziert nach 4 Std. 
30 Min. 
- .. 16 blaut sich sofort véllig, nicht reduziert in 12 Std. 
Potential 250mV. Abb. 5, Kurve C. 


Gegen 15 Uhr Tier tot (Blutung in die Bauchhéhle). 


-~ 
rr 


Versuch 4. Kaninchen 2.8 kg. 


12. August 1930. Bauchfenster eingesetzt. 


15. ss, 1930. Leber entnommen. GSH 272, G,S,_, 18 mg-°,. 
Leukoindikator Nr. 2 bleibt entfarbt 
6 


. 10 blaut sich nach 5 Min. fast véllig, wieder reduziert 
nach 30 Min. 
. 12 blaut sich nach 5 Min. fast véllig, wieder reduziert 
nach 55 Min. 
. 13 blaut sich sofort véllig, wieder reduziert in 1 Std. 
50 Min. 
, 14 blaut sich sofort véllig, wieder reduziert in 2 Std. 
10 Min. 
ss ,. 16 blaut sich sofort véllig, nicht reduziert in 12 Std. 
Potential 250 mV. Abb. 6. Kurve A. 


Futter weggenommen. 

18. August 1930. 9, 15, 20 Uhr je 0,5g Phlorrhizin in Soda. Urin 
8 bis 20 Uhr: 2,32 g Zucker, 0,62 g N; D: N = 3,74. Urin 20 bis 8 Uhr: 
5,21 g Zucker, 2,35g N; D: N = 2,22. Aceton 
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19. August 1931. Phlorrhizin wie gestern. Aceton im Vormittagsharn 
Spur, im Nachtharn ++. Tagesurin 5,74 g Zucker, 2,04 g N; D: N = 2,81. 
Gesamtaceton 29 mg, B-Oxybutterséure 81 mg. 

20. August 1930. 10,30 Uhr Leber entnommen. GSH 44, G,S,61mg-%. 
Leukoindikator Nr. 2 bleibt entfarbt 

? ’? 6 s° 9 
» 10 blaut sich nach 5 Min. voéllig, wieder reduziert nach 
1 Std. 15 Min. 
blaut sich nach 5 Min. véllig, wieder reduziert nach 
3 Std. 30 Min. 

,, 13 blaut sich sofort véllig, deutlich reduziert nach 4 Std., 
weiterhin stationar, 

- » 14 blaut sich sofort véllig, reduziert in 12 Std. 
Potential 320mV. Abb. 6. Kurve B. 

12,10 bis 12,20 Uhr 20cem 30°, iges Dioxyaceton intravenés. 12,40 Uhr 
Leber entnommen. GSH 185, G,S, 31 mg-°%. 

Leukoindikator Nr. 2 bleibt entfarbt 


a 


to 


aw 


” . 


,, 10 blaut sich nach 5 Min. véllig, wieder reduziert nach 
30 Min. 
,, 12 blaut sich nach 5 Min. voéllig, wieder reduziert nach 
40 Min. 
., 13 blaut sich sofort véllig. wieder reduziert nach 1 Std. 
45 Min. 
., 14 blaut sich sofort véllig, wieder reduziert nach 2 Std. 
40 Min. 
= » 16 blaut sich sofort v6llig, nicht reduziert in 12 Std. 
Potential 250mV. Abb. 6, Kurve C. 
Kurz danach Tier tot; Sektion o. B. 


Versuch 5. Kaninchen 2,1 kg. (Wegen des ungenau definierten Potential- 
wertes vom 25. September sind die Potentialkurven dieses Versuchs nicht 
graphisch dargestellt.) 


16. September 1930. Bauchfenster eingesetzt. 


19. re 1930. Leber entnommen. 
Indikator Nr. 1 v6éllig reduziert in 5 Min. 
» ee is oo T @ 
” =~, ae a 09 20° 9s 
” a) wae Ra » 1 Std. 10 Min. 
” =) oe * » Std. 


,, 15 fast vollig reduziert in 4 Std., weiterhin stationar 
; 17 nicht erkennbar reduziert in 12 Std. 


” 


Potential 250mV. Kein Futter mehr. 

22. September 1930. 9, 13, 21 Uhr je 0,5 g Phlorrhizin in Soda. Urin 
8 bis 20 Uhr: 1,54g Zucker, 1,42 g N; D: N = 1,09. Urin 20 bis 8 Uhr: 
3,51 g Zucker, 0,87 g N; D:N = 4,07. Aceton - 

23. September 1930. Phlorrhizin wie gestern (letzte Gabe um 20 Uhr). 
Tagesurin 5,51 g Zucker, 2,18g N; D:N = 2,53. Gesamtaceton 15 mg, 
B-Oxybutterséure 24 mg. 
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24. September 1930. Phlorrhizin wie bisher. Tagesurin 2,79 g Zucker, 

102gN; D:N 2,74. Gesamtaceton 102 mg, f-Oxybutterséure 122 mg. 
25. September 1930. 10 Uhr Leber entnommen. 
Indikator Nr. 1 véllig reduziert in 7 Min. 


* co” ee _ — 2 

99 i“ - os aan 

o = » I Std. 40 Min. 

- oo ia ™ os on aa 

oo » 15 und 17 nicht erkennbar reduziert in 12 Std. 


Potential zwischen 270 und 335 mV. 
10,30 bis 10,40 Uhr 15 cem 30°, iges Dioxyaceton intravenés. 11 Uhr 
Leber entnommen. 
Indikator Nr. | véllig reduziert in 8 Min. 


si — —? 

99 a ae i gy a 

te a ‘ie i .» | Std. 20 Min. 
oe ms . | Std. 50 Min. 


,, 15 fast véllig reduziert in 4 Std., weiterhin stationar 
» 17 nicht erkennbar reduziert in 12 Std. 
Potential 250 mV. 
Versuch abgebrochen. Tier bleibt am Leben. 


II. Phosphorversuche. Potentialmessung in Versuch 6 bis 8 mit 
oxydierten, in Versuch 9 bis 10 mit Leukoindikatoren. 


Versuch 6 


24. April 1930. Bauchfenster eingesetzt. 
28. ., 1930. Leber entnommen. GSH 173, G28, 24 mg-%. 
Indikator Nr. 2 véllig reduziert in 8 Min. 


a a +s ae 
‘aa - si; 
os ~ a - . | Std. 50 Min. 
ce ne gs - » 28td. 45 ,, 
BS +. a on we BD zy 
am ,, 16 nicht reduziert in 12 Std. 


Potential 250mV. Kein Futter mehr. Abb. 7, Kurve A. 

30. April 1930. Blutzucker 110 mg-°,. 11 Uhr 20mg P. 16 Uhr 
Blutzucker 104 mg-°,. Im Tagesurin Aceton-Spur. 

1. Mai 1930. 11 Uhr Blutzucker 63 mg-°,. Im Tagesurin 45mg Ge- 
samtaceton, 270 mg /-Oxybuttersaéure. 12 Uhr Leber entnommen. GSH 37, 
G,8, 117 mg-°%%. 

Indikator Nr. 2 véllig reduziert in 9 Min. 


ie /— yee a ~~ a 

ro oI «a PP ». 2 Std. 40 Min. 

ne —- Pr a 

eu . 13 deutliche Entfarbung in 5Std.. weiterhin 
stationar 

. ,. 14 und 16 nicht reduziert in 12 Std. 


Potential 320mV. Abb. 7, Kurve P. 
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2. Mai 1930. 8 Uhr plétzlicher Exitus; Blutzucker 38 mg-°,. Un- 
mittelbar nach dem Exitus Leber entnommen. GSH 12, G,S, 118 mg-%. 
Indikator Nr. 2 véllig reduziert in 10 Min. 


+ 4 a os ae we 
ss a are we » 1 Std. 
ae » 6 ws ~ >» 3 ,, 30 Min. 
,. 12 nahezu v6llig reduziert in 6Std., weiterhin 
stationar 


;, 14 und 16 nicht reduziert in 12 Std. 


Potential 330mV. Abb. 7, Kurve C. 
Versuch 7. Kaninchen 2,4 kg. 


17. Mai 1930. Bauchfenster eingesetzt. 
22. ., 1930. Leber entnommen. GSH 197, G,S, 13 mg-%%. 
Indikator Nr. 2 véllig reduziert in 7 Min. 


9 » » “~ = ae + 

PP a — - » | Std. 30 Min. 
~ gee ss ae ras. ao 
o> 14 bd oa 


Je .. 16 nicht reduziert in 12 Std. 
Potential 250mV. Abb. 8 Kurve A. 





























00 D0, 
mv mV 
450 
—— 
| 
= ; 
\N | | 
0} —\ Pe 
| A | by J 
G 2 ¢ 6 7) 2 
Sturaen Standen 
Abb. 7. Zu Versuch 6. Abb. 8. Zu Versuch 7. 


23. Mai 1930. Kein Futter mebr. 
26. Mai 1930. 10 Uhr Blutzucker 110 mg-°,. 12 Uhr 25mg P. 17 Uhr 
Blutzucker 113 mg-°,. Im Tagesurin Aceton —. 
27. Mai 1930. 9 Uhr Blutzucker 31 mg-°,,.. Sofort Leber entnommen. 
Wahrend der Entnahme Exitus. GSH 172, G,S, 93 mg-°,. 
Indikator Nr. 2 véllig reduziert in 7 Min. 


_ Os — » 45 
- . 10 re = » Std. 30 Min. 
‘ ie i jae di 

.13 ~ Ch oo ao 


, 14 eben erkennbar reduziert in 6 Std., weiterhin 
stationar 
Potential 285mV. Abb. 8, Kurve B. 
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Versuch 8. Kaninchen 2.1 kg. 


16. Juni 1930. Bauchfenster eingesetzt. 
18. ., 1930. Leber entnommen. GSH 210, G,S, 12 mg-°,. 10 Uhr. 
Indikator Nr. 2 véllig reduziert in 7 Min. 
“leer 9 1 ee 
. LO 99 ° ** 1 Std. 
ee " » Std. 40 Min. 


wee sg oo a ae 
.. 16 nicht reduziert ., 12 Std. 


Potential 250mV. Abb. 9, Kurve A. 
Kein Futter mehr. 12 Uhr 5mg P. 


E00 
mv 


























g 6 
Stunden 


Abb. 9. Zu Versuch 8. 


19. Juni 1930. 11 Uhr Blutzucker 94 mg-°,. 18 Uhr Blutzucker 
70 mg-%. Im Nachmittagsurin Spuren von Aceton. 


20. Juni 1930. 9 Uhr Blutzucker 37 mg-°,,. Blutacetonkérper 14 mg-%. 

10 Uhr Leber entnommen. GSH 31, G,8, 148 mg-°%,. 
Indikator Nr. 2 véllig reduziert in 8 Min. 
°° o» §& ve - — wae 

~~ ae ‘a . 1 Std. 
- oa ee . 2 Std. 30. Min. 
, 13 eben erkennbar entfarbt nach 3 Std., weiterhin 

stationar 
.. 14 und 16 nicht reduziert in 12 Std. 


ory 
oy 


” 


Potential 320mV. Abb. 9, Kurve B. 


Wahrend der Leberentnahme la8t das Tier 60 cem Urin, die 20 mg 
Gesamtaceton und 22 mg /-Oxybuttersiure enthalten. 11 bis 11,10 Uhr 
15cem 30°,iges Dioxyaceton intravenés. 11,30 Uhr Blutacetonkérper 
13mg-%. Leber entnommen. GSH 74, G28, 93 mg-°,. 
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Indikator Nr. 2 voéllig reduziert in 7 Min. 
sa SY oe a a” és 
» 10 “s ns » I Std. 
ie “es = >» 2 » 30 Min. 
,, 13 deutlich entfarbt in 3 Std., weiterhin stationar 
., 14 nicht reduziert in 12 Std. 
Potential 320 mV.. Abb. 9, Kurve C (fallt mit B zusammen). 


12 Uhr Tier tot. 


Versuch 9. Kaninchen 2,5 kg. 
8. Juli 1930. Bauchfenster eingesetzt. 
10. ,, 1930. Leber entnommen. GSH 296, G,S, 25 mg-°,. 11 Uhr. 
Leukoindikator Nr. 2 bleibt entfarbt 
i af a 
10 blaut sich nach 5 Min. deutlich, wieder reduziert 
nach 45 Min. 
12 blaut sich nach 5 Min. deutlich, wieder reduziert 
nach | Std. 
blaut sich sofort véllig, wieder reduziert in 1 Std. 
30 Min. 
14 blaut sich sofort v6éllig, wieder reduziert in 1 Std. 
50 Min. 
* ,, 16 blaut sich sofort véllig, nicht reduziert in 12 Std. 
Potential 250 mV. Abb. 10, Kurve A. 
18 Uhr 10mg P. Kein Futter mehr. 








mv 
































é 2” 
Abb. 10. Zu Versuch 9. Abb. 11. Zu Versuch 10. 


11. Juli 1930. 17 Uhr Blutzucker 112 mg-°,. Urin frei von Zucker 
und Aceton. 

12. Juli 1930. 10 Uhr Blutzucker 80 mg-°,. Blutacetonkérper 9 mg-°%,. 
Friihmorgens werden 75ccm Urin mit 8mg Gesamtaceton und 22 mg 
B-Oxybuttersaéure entleert. 12 Uhr Leber entnommen. GSH 42, G,8, 
248 mg-%. 

Leukoindikator Nr. 2 und 6 bleibt entfarbt 
i ,, 10 blaut sich nach 2 Min. deutlich, wieder reduziert 
nach 45 Min. 
,. 12 blaut sich nach 2 Min. deutlich, wieder reduziert 
nach 3 Std. 
,, 13 blaut sich sofort véllig, fast véllig wieder reduziert 
nach 4 Std. 30 Min., weiterhin stationar 
- ,, 14 blaut sich sofort véllig, nicht reduziert in 12 Std. 
Potential 310 mV. Abb. 10, Kurve B. 
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12,30 bis 12,40 Uhr 15 ccm 30°%,iges Dioxyaceton intravenés. 13 Uhr 
Acetonké6rper im Blut 9mg-°%. Leber entnommen. GSH 86, G,8,210mg-°,. 


Leukoindikator Nr. 2 und 6 bleibt entfarbt 
s » 10 blaut sich nach 5 Min. deutlich, wieder reduziert 
nach 45 Min. 
» 12 blaut sich nach 5 Min. deutlich, wieder reduziert 
nach 2 Std. 
. 13 blaut sich sofort vdéllig, fast véllig wieder reduziert 
nach 4 Std., weiterhin stationar 
re ,, 14 blaut sich sofort véllig, nicht reduziert in 12 Std. 


Potential 310mV. Abb. 10, Kurve C. 
Tier am 14. Juli friih tot. 


Versuch 10. Kaninchen 2,4 kg. 


18. Juli 1930. Bauchfenster eingesetzt. 


22. ,, 1930. 10 Uhr Leber entnommen. GSH 270, G,S, 14 mg-°%,. 
Leukoindikator Nr. 2 und 6 bleibt entfarbt 
»» 10 blaut sich in 5 Min. deutlich, wieder reduziert nach 
45 Min. 
,, 12 blaut sich in 5 Min. deutlich, wieder reduziert nach 
1 Std. 
», 13 blaut sich sofort komplett, wieder reduziert nach | Std. 
30 Min. 
», 14 blaut sich sofort komplett,wieder reduziert nach 1 Std. 
45 Min. 
- 16 blaut sich sofort komplett, nicht reduziert in 12 Std. 


Potential 250 mV. Abb. 11, Kurve A. 


12 Uhr 10mg P. Futter weggenommen. 


23. Juli 1930. Urin vormittags o.B. Nachmittags werden 90 ccm 
Urin gelassen, die 15mg Gesamtaceton und 45mg /-Oxybutterséure ent- 
halten. 17 Uhr Blutzucker 112 mg-°,. 


24. Juli 1930. 10 Uhr 60cem Urin: 12 mg Gesamtaceton und 23 mg 
B-Oxybutterséure. Blutzucker 71 mg-°4. Leber entnommen. GSH _ 55, 
GS, 105 mg-%. 

Leukoindikator Nr. 2 und 6 bleibt entfarbt 

,, 10 blaut sich in 5 Min. deutlich, wieder reduziert nach 
1 Std. 30 Min. 
blaut sich in 5 Min. deutlich, wieder reduziert nach 
2 Std. 30 Min. 
blaut sich in 5 Min. vollig, fast véllig wieder reduziert 
nach 4 Std., weiterhin stationar 

», 14 blaut sich in 5 Min. véllig, nicht reduziert in 12 Std. 


Potential 310 mV. Abb. 11, Kurve B. 


11 bis 11,10 Uhr 15 ccm 30°%iges Dioxyaceton intravenés. 11,30 Uhr 
Leber entnommen. GSH 86, G,S, 69mg-%. 
Biochemische Zeitschrift Band 243. 
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Leukoindikator Nr. 2 und 6 bleibt entfarbt 

* ,, 10 blaut sich in 5 Min. deutlich, wieder reduziert in 
1 Std. 45 Min. 
blaut sich in 5 Min. deutlich, wieder reduziert in 
3 Std. 45 Min. 
blaut sich in 5 Min. vdéllig, fast véllig wieder reduziert 
in 4 Std., weiterhin stationar 

- », 14 blaut sich in 5 Min. véllig, nicht reduziert in 12 Std. 


Potential 310 mV. Abb. 11, Kurve C. 
13 Uhr Tier tot. 
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Die spezifische Durchlissigkeit von Kapillarsystemen. 
Von 
Erich Manegold und Remigius Hofmann. 
(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitats-Institut Gottingen. ) 
(Eingegangen am 4. Oktober 1931.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Beobachtungen von E£. Starkenstein und H. Weden' ,,iiber 
die Beeinflussung der elektrostatischen Ladung der Gewebe durch 
Arzneistoffe* veranlassen uns, einige Messungen an kiinstlichen Kapillar- 
systemen bekanntzugeben, die mit den obigen in einem gewissen 
Zusammenhang stehen. 

I. 

Durch ein gegebenes Kapillarsystem von der Fliche F qem und 
der Dicke dem mégen unter einem Uberdruck von pcm Wassersiule 
in t Sekunden und bei der Versuchstemperatur von ¢®C @ ccm Wasser 
hindurchgepreBt werden. 


Q , ; : 
Der Ausdruck eos bezeichnet dann die hydrostatische Wasser- 
-@. 


durchlassigkeit des Kapillarsystems (im ¢ . g* .s-System, bei der Ver- 
suchstemperatur f°) 
@ 
—— = Dy. 1 
F.p.t . (1) 
Multipliziert man diese GréBe mit dem tabellierten Viskositats- 
koeffizienten des Wassers yy (imc . g* . s-System), so muB der Zahlen- 
wert des Produktes Du. yy nicht nur unabhangig von der Temperatur 
des Wassers sein, sondern auch von der Natur der Fliissigkeit selbst. 


Fiir ein gegebenes Kapillarsystem gilt also die allgemeine Be- 
ziehung: 
D.4 = const. (2) 
Da nach dem Hagen-Poiseuilleschen Gesetz D umgekehrt pro- 
portional der Dicke d ist, so wird der Ausdruck: 
D.d. = const. (3) 


1 KE. Starkenstein u. H. Weden, diese Zeitschr. 234. 205, 1931. 
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auch unabhangig von den geometrischen Abmessungen des _ Dia- 
phragmas. 

Diese GréBe wird von Manegold, und Hofmann! als die ,,spezifische 
Durchlassigkeit‘‘ eines gegebenen Kapillarsystems definiert. 

DaB sie eine héchst charakteristische GréBe fiir das Kapillar- 
gefiige einer Membran oder eines beliebigen Diaphragmas darstellt, 
ist leicht einzusehen, denn in dem Ausdruck ,,konstant verbirgt sich 
die Abhangigkeit der spezifischen Durchlassigkeit : 

1. von der Form des Kapillarenquerschnitts, 

2. von der GréBe des Kapillarenquerschnitts, 

3. von der Orientierung der Kapillaren in der Membran. 

Nehmen wir den einfachen Fall an*, daB die Kapillaren einen 
zirkularen Querschnitt von der GréBe r?.2qcem haben, und daB sie 
als diskrete Kaniale senkrecht und geradlinig von der Membranober- 
flache 2ur Unterfliche verlaufen, so laBt sich die Konstante durch 
das Hagen- Poiseuillesche Gesetz ausdriicken und man erhalt aus GI. (3) 

3,3 y 
Did.q ae - N = Porenzahl pro qem. (4) 

Diese Gleichung besagt: Wenn die Form, die QuerschnittsgréBe 
und die Orientierung der Kapillaren unabhangig von der Natur der 
Flissigkeit und von der Temperatur sind, so muf dasselbe auch fiir 
die experimentell leicht zugangliche GréBe D.d.m Giiltigkeit haben. 
(Natirlich nur ‘nnerhalb der bekannten Giiltigkeitsgrenzen des Hagen- 
Poiseuille schen Gesetzes.) 

Wird nun diese Folgerung bestatigt? (Die fiir ein gegebenes 
Kapillarsystem spezifische Durchlassigkeit kann man definieren als: 
Die lineare Geschwindigkeit pro Einheit des Druckgefilles fiir eine 
Fliissigkeit von dem Viskositatskoeffizienten = 1 cm-!. g* . sec.) 


I. 


Die Auswertung der von Brukner® mit Hilfe von Zsigmondyschen 
Membranfiltern und der von Duclaux und Ererra* mit Nitrocellulose- 
membranen ausgefiihrten Durchlassigkeitsmessungen liefert fiir mole- 
kulardisperse Lésungen® folgende Resultate: 


! Manegold u. Hofmann, Uber Kollodiummembranen IV. Kolloid- 
zeitschr. 50, 22, 1930. 

2 Uber kompliziertere Strukturvoraussetzungen vgl. Bjerrum u. 
Manegold, Uber Kollodiummembranen II. Ebendaselbst 48, 5, 1927. 

3’ Brukner, Zeitschr. d. Ver. d. Deutsch. Zuckerind. 76, 3, 1926. 

* Duclauxz u. Ererra, Kolloidzeitschr. 38, 54, 1926. 

5 Manegold u. Hofmann, ebendaselbst 50, 208, 1930. 
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1. Nichtelektrolyte zeigen denselben D.d.4-Wert wie reines 
destilliertes Wasser. 

2. Die Elektrolyte zeigen ein verschiedenes Verhalten: 

a) Fur schwach konzentrierte Lésungen aller untersuchten Elektro- 
lyte ist die spezifische Durchlassigkeit stets gréBer als fiir 
Wasser. 

b) In einigen Fallen wachsen die D.d.-Werte mit der Kon- 
zentration an (NaCl, KCl), in anderen Fallen durchlaufen sie ein 
Minimum und steigen dann wieder an (CaCl,, SrCl,, HCl). 

¢) BaCl,-Lésungen verhalten sich in einem weiten Kontentrations- 
bereich wie reines Wasser. 

d) Na-Acetat und Na, SO,-Léosungen zeigen von einer bestimmten 
Konzentration ab Dd. 4-Werte, die kleiner sind als fiir reines 
Wasser. 

Wenn wir von den Feinheiten des Konzentrationsganges der 
spezifischen Durchlassigkeit ganz absehen, so bleiben doch die Tat- 
sachen bestehen, daB einerseits verdiinnte Elektrolytlésungen, die durch 
ein Ostwald-Viskosimeter langsamer hindurchflieBen als reines Wasser, 
beim DurchfluB durch Kollodiummembranen das entgegengesetzte 
Verhalten zeigen, und dab 






Skala fur 


andererseits die Nichtelek- 
- ber tom *Abfluly | Ablesung 
aes Mer skus 


trolyte beim Durchflub 4007 cm 
: : Lruchabnabme 
durch die Membranen die- 
selbe relative Viskositat 
auf weisen bezogen auf 
reines Wasser wie im 
Viskosimeter. 
Es schien uns nun 
wichtig, diese Ergebnisse 
durch eine exaktere Meb- 
methodik zu tberprifen 


. y | Verschlill-Plate 
und das experimentelle 





Versuchsmaterial zu er- 
weitern. 
Die Apparatur besteht 
wie nebenstehende Abbil- 
dung zeigt — aus zwei aufein- 
andergeschraubten und mit 
Asbest papier beklebten Zsigq- 
mondy - Trichtern. (Durch- 
messer 9 cm.) 
Das Zusammensetzen geschieht in der tiblichen Weise: Die nasse 
Lochflache der Porzellansiebplatte wird mit einem durchtrankten Papier 
filter bedeckt und auf dieses die zu untersuchende Membran gelegt. In 


Wagegefa/) 





4* 
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dem Zwischenraum Papierfilter Membran diirfen keine Lufteinschliisse 
vorhanden sein, und auBerdem muB jede Beriihrung der Membranflache 
mit fettigen Fingern oder mit einem = festen Gegenstand sorgfaltig ver- 
mieden werden. 

Die Abdichtung besorgt ein CGummiring. aut den die beiden Trichter 
mittels eines Schraubengestinges fest autgeprebt werden, danach werden 
die Trichter mit der betretfenden Flissigkeit gefiillt und an das Druck- 
bzw. Ablaufrohr angeschlossen. (Bei einem Wechsel der Fliissigkeit werden 
die Trichterhalften nicht auseinandergenommen. ) 

Die Druckhéhe p betragt bei allen Messungen 60 bis 70 ¢m Wasser- 
situle. Das durchgelautene F liissigkeitsvolumen Q cem wird in einem Wage- 
vefaB aufgefangen und gravimetrisch bestimmt. 

Die Durchlaufszeit ¢sece wird nach Abfall des ersten bis nach Abfall 
des «ten Tropfens mit einer Stoppuhr gemessen. Die Temperatur ¢° C wird 
an zwei Thermometern abgelesen, von denen das eine in der Kugel des 
DruckgefaBbes hangt, das andere luftdicht in den unteren Trichter ein- 
vefiihrt ist. 

Die wirksame Membranfliche # gem kann man leicht nach der end- 
giiltigen Abmontierung der Trichter an den scharfen Konturen erkennen, 
die der Gummiring auf der Membran hinterlassen hat. Fiir die Repro- 
duzierbarkeit der Messungen seien einige Daten angegeben. 


Tabelle 1. 
Spezitische Durchlissigkeit einer Kollodiummembran (Nr. 105) fiir destil- 
liertes, nicht filtriertes Wasser. 





1 2 3 4 Rs fi 7 
Datum pem ne - — pm : athe , D.d.¥. rs 
12. XI. 57,60 5139 4.3740 11.4—11.6 1,2818 23,197 
13. XI. 57.20 6163.2 5.13382 10,7—10,8 1,3054 23,188 

57,1 4626.2 53,9988 12,0—12,2 1.2617 23,190 

14. XL. 56,75 4438.9 3.7146 10,9 1.3020 23,409 
56,7 3978.3 38,3297 11,0 1.2987 23,438 

56,64 4508.1 3.7751 11,0 1.2987 23,421 

15. XI. 56,28 4407 3.6272 10,3 1.38222 23,587 
56.25 4571 3.7724 10,3 1,3222 23,664 

56,16 3608 2.9189 10,2 1.3256 23,293 

16. XI. 55,738 4041 3.2908 9, 8—10 1.3366 23,824 
18. XI.| 54,9 3.51 83,0994 9,2 1.3666 23,820 
Mittelwert D.d.7 23.45 + 0.3. Gesamter Durchlauf: etwa 500 cem. 


Die zeitlich wachsende Durchlassigkeit der Membran Nr. 105 ist 
keineswegs bei allen Dauerversuchen zu beobachten, sondern es kann 
ebenso oft eine zeitlich abnehmende oder eine schwankende Durch- 
liissigkeit beobachtet werden. In allen Fallen sind aber wahrend einer 
lingeren Versuchsdauer die maximalen Abweichungen von dem 
mittleren D.d.4-Wert nicht gréBer als — 2°,, und die durchschnitt- 
lichen Abweichungen aller Versuche nicht gréBer als —— 0,5 bis 1,0° 5. 


Wir kénnen also behaupten, daB unter den von uns gewahlten Versuchs- 
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bedingungen die Membrandurchliassigkeit von der  Versuchsdauer 
praktisch unabhangig ist. 

Uns interessierte ferner die Frage, ob die Membranen fiir filtriertes! 
und nicht filtriertes destilliertes Wasser eine verschiedene Durch- 
liissigkeit besitzen ¢ 

Die Resultate der mit der Membran Nr. 119 ausgefiihrten Versuche 
finden sich in der Tabelle U1. 


Tabelle 11. 





1 2 3 4 5 6 
Datum yom _ “ pampenates :. Dodson. wre 
c I sec g 0 ( em-~! g¢* see~l 
Destilliertes, nicht filtriv rtes Wasser 
3. XIl. 62,44 5463.8 4.8314 13,4 1.2180 21.925 
62.40 4451.0 3.9370 15,4 1.2180 21,895 
4. XII. 61,85 4967.3 4.3770 13.3 1,2213 2? 065 
61.70 4862.2 4.2552 13.5 1.2046 21.848 
5. XI. 61.05 4444.5 83,7570 13,.7—13.9 1.2045 21.151 
Mittelwert J).d.7 21,78 + 0,28. Hindurchgetlossene Menge: etwa 100 cem 
Destilliertes, frisch filtriertes W asser 
5. XII. 61,1 5688.2 5.1836 16,1—16,2 1.1271 21,318 
7; RE. 60.6 4112.0 3.4618 13.6 1,2112 21,323 
8. XII. 59,7 3115.8 2.5812 13,1 1.2280 21.610 
9. XIL. 58,7 4425.1 3.6638 13,1 1,2280 21,966 
58,7 4578.7 3,8272 13.1 1,2280 21,176 
10. XI. 58.1 4412.6 3.5020 12,0—12,1 1,2617 21,855 
Mittelwert D.d.+ 21.71 + 0.46. Hindurehgetlossene Menge: etwa 200 cem. 


Die Ubereinstimmung der beiden mittleren D . d . n-Werte beweist, 
da innerhalb der Fehlergrenzen die Membran Nr. 119 keine unter- 
schiedliche Durchlassigkeit fiir filtriertes und nicht filtriertes Wasser 
besitzt. 

Trotzdem haben wir fiir alle spater untersuchten Lésungen nur 
destilliertes Wasser benutzt, das vorher durch ein Membranfilter filtriert 
worden war. Diese VersuchsmaBbregel erweist sich fiir genaue Unter- 
suchungen notwendig, sofern das destillierte Wasser mit Schwebe- 
stoffen verunreinigt ist und betrachtliche Wassermengen durch die 
Kollodiummembran hindurchfiltriert) werden. 

Unter diesen Umstinden fiihren die Schwebestoffe eine Ver- 
stopfung des Kapillargefiiges und eine zeitlich wachsende Durchlassig- 
keitsabnahme der Membran herbei. Die Verwendung von vorfiltriertem 
Wasser kann dieser Verstopfung entgegen wirken, wenn wahrend des 


! Fiir diese Filtrationen benutzten wir schnell filtrierende Zsiqmond y- 


Membranen. 
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Versuchs keine nennenswerte Neubildung von Schwebestoffen z. B. K 

an Gummiringen und Gummischliuchen stattfindet !. \ 
Da aber die Benutzung von Gummiringen bei der Abdichtung der 

Filtrationsapparatur kaum zu vermeiden ist, so ist mit der Méglichkeit ke 

einer geringen Neubildung von Schwebestoffen wiaihrend der Versuchs- ka 

dauer stets zu rechnen. D 
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Abb. 3. 
Soweit Mikroorganismen fiir die Nachlieferung von Schwebe- 
stoffen in Frage kommen, haben wir dies durch Einlegen eines blanken 
1 Vel. Manegold u. Hofmann, Kolloidzeitschr. 50, 22, 1930; Manegold, wel 


Hofmann u. Solf, ebendaselbst 56, 267, 1931. lier 
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Kupferblattchens in die VorratsgefaBe fiir das destillierte, filtrierte 
Wasser und die Kollodiummembranen zu vermeiden gesucht. 

Bei weitgehender Beriicksichtigung dieser Verstopfungsméglich- 
keiten veranschlagen wir die GréBe der maximalen seitlichen Schwan- 


kungen der spezifischen 

Durchliassigkeit auf 
3% der D.d.y- 

Mittelwerte. 





Es bleibt also nun 





zu untersuchen, ob in- 
nerhalb dieser Fehler- 
grenze die spezifische 
Durchlissigkeit der 
Membranen fiir wasse- 





" 4,0 Qdetml 
rige Loésungen konstant 
ist, oder ob Uber- bzw. . 
Unterschreitungen auf- 
treten ? 

Eine Antwort hier- 
auf gehen die Abb. 2 
bis 5. 

Die Ordinate ent- 
halt die 
Durchlassigkeit der 


spezifische 
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Membran D.d.7 





. 1034. Auf der Abszisse 
sind in einem belie- 
higen MaBstab — die 
Fliissigkeiten in der- 
selben Reihenfolge ein- 
getragen, wie sie durch 
die betreffende Mem- 
bran hindurchgedriickt 


wurden. 


Von den sonstigen Versuchsbedingungen sind unter den Abschnitten 


der Abszisse besonders vermerkt : 


a) die Zahl der einzelnen Durchlassigkeitsmessungen A; 


b) die Zeitdauer der Filtration in Tagen 


bestimmungen ausgefiihrt wurden; 


T. innerhalb der Z-Einzel- 


c) die maximalen Temperaturschwankungen wahrend der Versuchs- 


dauer £. 


Die schraffierte Flache gibt die erwihnten Fehlergrenzen an, innerhalb 
welcher wir die Schwankungen der spezifischen Durchlassigkeit fiir destil 
liertes filtriertes Wasser auf die mechanische Wirkung von Schwebestoffen 
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und dergleichen zuriicktiihren. Die wirklich beobachteten Schwankungen 
ber Z-Einzelbestimmungen sind auf den Ordinaten durch entsprechend 
lange Striche angegeben. 

Die den MeBpunkten beigetiigten Zahlen geben an, um wieviel Prozent 
der mittleren spezifischen Wasserdurchlassigkeit die beobachteten D.d. 1- 
Werte der Lésungen kleiner oder gré6Ber sind als fiir Wasser. 

Die Zahlenwerte des Viskositatskoeffizienten wurden entweder dem 
Landolt- Bornstein entnommen und gegebenenfalls fiir unsere Versuchs- 
temperatur graphisch interpoliert oder mit einem Ostwald schen Viskosimeter 
experimentell bei der Versuchstemperatur ermittelt. 

Fiir Losungen, deren Konzentration kleiner als 0.05 mol. war, wurde 
der Viskositatskoeffizient des Wassers eingesetzt. 

Bei der Berechnung der Durchlassigkeit der Membranen fiir Losungen 
wurde natiirlich nicht nur fiir die Druckhéhe, sondern auch fiir das hindurch- 
filtrierte Losungsvolumen das spezifische Gewicht der Lésung rechnerisch 
beriicksichtigt, sofern die Konzentration gréBer als 0,05 mol. war. 

Die Membrandicken ermittelten wir auf zwei Wegen: 

a) Durch Mikrometermessungen. 

b) Durch Berechnung aus dem Gewicht eines  wassergetrankten 
Membranstiickes und dem spezifischen Gewicht des die Membransubstanz 
bildenden Celluloseesters !. 

Labt man bei einer n/l0 NaCl-Losung das spezifische Gewicht un- 
beriicksichtigt, so andert sich der D.d.9-Wert um 1,38°,. Vernach- 
lassigt man eine Temperaturanderung von 0,5°, so kann der D.d .14-Wert 
um + 1,8°, abweichen. 

Ein Cherblick iiber die Abbildungen zeigt, daB die spezifische 
Durchlassigkeit einer gegebenen Membran keineswegs konstant ist, 
sondern mit der Natur der verwendeten Fliissigkeit variiert. Es lassen 
sich folgende Gruppen unterscheiden : 

a) Fiir Lésungen des NaCl, des (NaCl + CaCl,) und des Morphin- 
hvdrochlorids ist der D. d. 4-Wert gréBer als fiir Wasser. 

b) Fiir die Lésungen des Chininchlorids, der Koffeinsalze (2) 
(Membran Nr. 105), des Harnstoffs (?) (Membran Nr. 202) ist der 
D.d.m-Wert kleiner als fiir Wasser. 

c) Fir die Lésungen des Koffeins (Membran Nr 105), des Harnstoffs 
(Membran Nr. 118) ist der D).d. 4-Wert ebenso groB wie fiir Wasser. 

Die maximale Erhéhung betragt 16,6°, (Membran Nr. 105 n/10 
NaCl) und die maximale Erniedrigung 12,8°, (Membran Nr. 118 
0,021 mol. Chininchlorid). Ein geringer Zusatz von CaCl, zu einer 
n 10 NaCl-Lésung verringert den D.d.-Wert der reinen Kochsalz- 


losung um etwa 7°,, wahrend der entsprechende Zusatz zu einer n/10 
NaCl-Lésung den D.d. 4-Wert der ungemischten Lésung kaum ver- 
andert (Membran Nr. 105). 

Die betrachtliche DurchlassigkeitserhGhung fiir Wasser, die die 
Membranen in einigen Fallen am Ende der Versuchsserie aufweisen, 


' Vgl. Kolloidzeitschr. 50, 22, 1930. 
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fiihren wir auf die Vorbehandlung der Membran mit den im Vorversuch 
verwendeten Elektrolytlosungen zuriick. Im allgemeinen erhalten 
wir also dieseiben Resultate wie sie von Duclauxe und Ererra, Bruknes 
und Manegold und Hofmann schon friiher beschrieben wurden. 

Im engen Zusammenhang mit den Durchlaissigkeitsinderungen, 
die beim Durchflu®B von Wasser bzw. molekulardispersen Losungen 
durch ein Kapillarsystem auftreten, stehen die Beobachtungen, die 
bei der Ultrafiltration eines polydispersen Chromoxydsols durch 
Kollodiummembranen gewonnen wurden!. Das benutzte Sol hatte 
folgende Zusammensetzung: 3,69. 107% ¢ Cr,O, pro Kubikzentimeter, 
n lO NaNO, n 100 HNOg,. 


Die kolloidal gelésten Chromverbindungen betrugen 


75 bis 76°, 
des gesamten Cr, O,-Gehaltes. 

Die Filtrationen wurden diskontinuierlich ausgefiihrt, d.h. nach 
Ablauf eines bestimmten Filtratvolumens wurde der AufguB auf sein 
urspriingliches Volumen wieder aufgefillt (mit Wasser oder der inter- 
micellaren Fliissigkeit des verwendeten Sols) und anschlieBend ein 
zweites Filtrat von gleichem Volumen gewonnen. 

Wiederholt man dieses Verfahren beliebig oft unter gleichzeitiger 
Messung der pro Filtrat hindurchgeflossenen Cr,Q,-Menge, so ist es 
klar, daB sich die Filtratkonzentrationen an durchtrittsfahigen Partikeln 
in einer geometrischen Reihe anordnen miissen, aus der sich bestimmte 
Riickschliisse auf das Anfangsglied der Reihe (d. h. die Anfangskonzen- 
tration im Sol) ziehen lassen. 

Uns interessieren hier die Anderungen der Filtratkonzentrationen 
an Cr,QOs, die halt man alle anderen Bedingungen konstant nur 
dadureh hervorgerufen werden, daB man in der einen Versuchsserie 
das Volumen des Ultrafiltrats durch Wasser und in der anderen Serie 
durch eine Lésung ersetzt, die in ihrer Zusammensetzung derjenigen 
der intermicellaren Fliissigkeit sehr nahe kommt. (Hier n 10 NaNO, 

n/1l00 HNO.) Berechnet man aus dem Cr,Q,-Gehalt des ersten 
Filtrats den des Aufgusses nach der 2-ten Auffiillung. so sollte er fir 
beide Versuchsserien gleich groB sein, sofern sich beide Fliissigkeiten 
vollig indifferent verhalten. In unserem Falle sollte der Gehalt nach 
der siebenten Auffiillung 64°, des urspriinglichen Gehalts des Sols 
an Cr,O, betragen. Wir fanden aber bei Auffiillung mit der inter- 
micellaren Lésung nur 40°, und bei Auffiillung mit reinem Wasser 
59°, d.h. bei konstanter Elektrolytkonzentration des Aufgusses 
filtrieren mehr Chromoxydpartikel durch das Filter als bei abnehmender 
Klektrolytkonzentration. 


Von weiteren Einzelheiten kénnen wir hier absehen. 


1 Manegold u. Hofmann, Kolloidzeitschr. 52, 201, 1930. 
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Ill. 

Fir die Erklarung der im vorigen Abschnitt beschriebenen Beob- 
achtungen wollen wir folgende Tatsachen an die Spitze stellen: 

1. Wenn an der Phasengrenze_ ,,fest —fliissig’ ein Phasengrenz- 
potential (W)) herrscht, so kénnen ihm folgende Entstehungsursachen 
zugrunde liegen. 

a) Die feste Wand schickt auf Grund ihrer Losungstension positive 
bzw. negative lonen in Lésung, oder der osmotische Druck der 
gelésten Ionen tiberwiegt die Lésungstension und bringt sie 
infolgedessen zur Abscheidung. 

Die Obcrflichenmolekiile der festen Wand erleiden im Wasser 
eine e!cktrolytische Dissoziation, wobei die eine Lonenart das 
Gefiige der festen Wand nicht verlaBt und die andere in Lésung 


geht. 
Von den Ionen des Solvens oder des gelésten Stoffes wird eine 
lonenart auf Grund chemischer oder elektrischer Krafte selektiv 


~ 
— 


von der Wand adsorbiert. 
2. Die Gegenionen der Wandladung stehen ihr nicht wie eine 
starre Kondensatorscheibe gegeniiber, sondern sie bilden dank der 
Warmebewegung und der Dipolnatur des Wassers eine diffuse 
lonenatmosphare yon endlicher Tiefe (J), d.h. lings dieser Strecke / 
klingt das Wandpotential yy nach einer e-Funktion auf einen kon- 
stanten Wert ab. 

Nach Gouy! ist die Tiefe der Lonenatmosphare bei konstanter 
Ladungsdichte — aber keine unverinderliche GréBe, sondern ihre 
Ausdehnung variiert mit der Elektrolytkonzentration. Sie ist um- 
gekehrt proportional der Quadratwurzel aus der Konzentration, d. h. 
die Reichweite der elektrischen Wandkrafte wird mit wachsender 
Konzentration der Lonen kleiner und mit abnehmender Konzentration 
der Ionen gréBer, weil eine Vermehrung der Ionenzahl die elektrisch 
orientierbaren Wasserdipole vor der Einwirkung der elektrischen 
Wandkrafte abschirmt und eine Verminderung sie ihrem EinflubB in 
steigendem Mabe wieder preisgibt. 

Wird eine lonenart von der Wand selektiv adsorbiert, so verandert 
sich die Flichenladungsdichte und demzufolge auch die GréBe des 
Potentials und die Tiefe der diffusen Doppelschicht. Je hoéher die 
Ladung (positiv oder negativ) pro Quadratzentimeter wird. desto 
giOBer wird das Potential und seine Tiefenwirkung. 

3. Die elektrischen Ladungen, die auf einem materiellen Teilchen 


sitzen, stoBen sich gegenseitig ab und suchen sich méglichst weit von- 


' Gouy, Journ. d. Phys. (4) 9, 957, 1910. 
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einander zu entfernen, d.h. sie tiben auf ihre Unterlage eine Zugkraft 
aus, deren GréBe (Z) nach Waitz' durch den Ausdruck: 


ée /v%\* 
= ——(~°\ Dwniac 
Z = ( rT Dyn/qem (5) 


bestimmt ist. r+ = Radius einer Kugel von homogener Flachenladung 
(Potential pp), ¢ = Dielektrizitatskonstante des die Kugel umgebenden 
Mediums. 
Bei einem Potential von y, = 1 Volt (= 0,00333 elektrostatische Einh. ) 
betragen die Zugkrafte fiir eine Kugel vom Radius (« = 81) 
r= 10-7cm Z = 3570 Atm. 
= j¢-* ,, = 36,7 = 
= 10- ,, am 0,357 _——,, 


ne 


und die Zahl der Elementarladungen betragt, da yw, = = o= 56,6; 
n = 566,0; n = 5660,0 Elektronen. 

Von diesen allgemeinen Grundlagen aus léBt sich das anomale 
Durchlassigkeitsverhalten der Kollodiummembranen folgendermaBen 
erklaren: 

Unmittelbar an der Kapillarwand existiert eine Fliissigkeitsschicht, 
die bei tangentialer Kraftwirkung nicht mitgerissen wird, sondern - 
dank den Adhasions- und den elektrischen Kiaiften — an der Wand 
festhaftet. Die Dicke dieser ,,Totwasser‘‘-Schicht, deren Viskositats- 
koeffizient unendlich groB ist, mége gleich 6, sein. 

Die Beobachtung des elektrokinetischen Potentials (§) beweist, 
daB die elektrischen Wandkrafte tiber diese Totwasserschicht hinaus 
in die beweglichen Wasserschichten hiniibergreifen und dabei die 
Verschiebbarkeit der Wasserdipole verringern, d.h. der Viskositiéts- 
koeffizient wird erst dort seinen wahren Wert annehmen, wo die 
Wirkung der Wandkrafte auf das Wasser gleich Null wird. (Diese 
Entfernung — von der AbreiBfliche gerechnet — mége gleich 4g sein.) 

Da, ganz allgemein, durch Elektrolytzusatz das elektrokinetische 
Potential, und damit auch das Phasengrenzpotential, verkleinert wird, 
so werden die 6-Werte kleiner und demgemaB die effektiven Kapillaren- 
querschniite gréBer?. 

Die spezifische Durchlassigkeit der Membran muB also fiir die 
Elektrolytlésungen gréBer sein als fiir Wasser. 

Wird aber das Phasengrenzpotential durch selektive Adsorption 
iiber seinen Wasserwert erhéht (besonders durch kapillaraktive Stoffe), 
so vergr6Bert sich (6, + 6,), der Kapillarenquerschnitt wird kleiner und 
der D.d.y-Wert der Lésung sinkt unter den des Wassers. 


' Waitz, Wied. Ann. 37, 330, 1889. 
2 Vgl. Manegold u. Solf, Kolloidzeitschr. 55, 273, 1931. 
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In den relativ groBen Kapillaren der gewéhnlichen Viskosimeter 
(Radius &) ist dieser Effekt kaum feststellbar, da das Verhaltnis Hil 
viel zu klein ist. 

Ganz analoge Wirkungen miissen von dem Phasengrenzpotential 
der Kolloidpartikel ausgehen. 

Auch hier wird durch den Elektrolytzusatz die elektrostatisch 
gebundene Wasserhiille verringert oder durch selektive lonenadsorption 
vergroBert. 

Bedenkt man ferner, daB mit abnehmendem Potential auch die 
Dispersionskrafte kleiner werden, so kann man auch hieraus eine 
Schrumpfung des ,,schwammigen“ Kolloidteilchens — als Folge der 
nun tiberwiegenden Attraktionskrafte —- ableiten. Aus diesem Grunde 
filtrieren aus dem Cr,Q,-Sol, dessen Elektrolytgehalt konstant ge- 
halten wird, mehr Chromoxydpartikel heraus als aus einem Sol, dessen 
Elektrolytgehalt dauernd kleiner wird, denn hier wird die Partikelsorte, 
die anfangs gerade noch das Kapillarsystem unbehindert passieren 
konnte, infolge des wachsenden Teilchenvolumens am _ Durchtritt 
verhindert. Da die Kapillarwande sicherlich nicht glatte Gebilde sind, 
sondern von faden- oder biindelférmigen Partikeln unregelmabig 
durchstoBen werden, so erscheint es plausibel, daB auch diese Durch- 
laissigkeitshindernisse um so wirkungsloser werden, je schlaffer sie den 
Fliissigkeitsbewegungen folgen kénnen.  Besitzen sie aber eine hohe 
elektrische Ladung, so kénnen die Dispersionskrafte ihnen eine gewisse 
Starrheit verleihen, die dem Fliissigkeitsdurchtritt erheblichen Wider- 
stand entgegensetzen kann. 

In der bekannten Einstein-Smoluchowskischen Formel: 

37 © \2 
ny = ro[t +28(5) (1+ go areaa(>) DI ©) 
oder nach Kombination mit GI.(5), wenn wir yy, = ¢ setzen. 
r \3 %« en 
n= ofl +28(2) (14, a] o 
spiegeln sich die oben geschilderten Einfliisse des elektrischen Potentials 
und der Elektrolytkonzentration auf die Viskositét deutlich wieder. 
ny, = Viskositatskoeffizient der Lésung, 
") = Viskositatskoeffizient des Solvens, 
r Teilchenradius, 


A = Teilchenabstand, 
x = spezifische Leitfahigkeit. 


I 


Fassen wir noch einmal kurz zusammen: Die elektrischen Phasen- 
grenzkrafte, deren Existenz sich duBerlich durch das §-Potential 
dokumentiert, besitzen eine groBe Bedeutung fiir alle Probleme, die 
sich mit dem Durchgang geléster Partikel durch ein Kapillarsystem 





a 


~ 
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befassen. Je nach ihrer absoluten GréBe, die durch die Konzentration 
der Ionen oder des kapillaraktiven Stoffes bedingt ist, kinnen sie den 
effektiven Querschnitt der Kapillaren 6ffnen oder schlieBen und das 
effektive Volumen der Partikel verkleinern oder vergréBern. Wahrend 
die Ionen aber eine gewisse Veranderung der elektrischen Wirkungs- 
tiefe erst innerhalb eines gréBeren Konzentrationsbereiches erzwingen, 
geniigen bei den kapillaraktiven Stoffen (bzw. bei den Stoffen, die 
selektive adsorbierbare Ionen liefern) schon ganz geringe Konzentrations- 
intervalle, wm den gleichen Effekt hervorzurufen. Die effektive Quer- 
schnittsgr6Be der Kapillaren und das effektive Volumen der Kolloid- 
partikel sind also keineswegs konstante RechengréBen, sondern sie 
variieren mit den Versuchsbedingungen. 

GewiB sind diese Anderungen nicht sehr betrachtlich, aber fiir 
eine ,,passende‘‘ PartikelgréBe sind sie groB genug, um ihr den Durchtritt 
durch das Kapillarsystem zu gestatten oder zu versagen. 

Es ist ferner zu beachten, daB die elektrostatische Wirkung des 
Salzzusatzes auf das Phasengrenzpotential durchaus unspezifisch ist, 
sie richtet sich nicht nach dem Vorzeichen der Wandladung und nach 
der stofflichen Natur der Wandsubstanz. Ganz anders verhalt es sich 
mit der Potentialbeeinflussung durch selektive Ionenadsorption. Hier 
kann das Ion eines bestimmten Stoffes je nach der chemischen Natur 
der Wandsubstanz das Phasengrenzpotential entweder vergréBern oder 
verkleinern und umladen, oder — wenn die Konzentration dieser 
lonenart sehr gering ist — nur recht wenig verandern. 

Wenn wir im vorhergehenden in erster Linie die elektrische Regu- 
lierung der Durchlassigkeit in formstabilen, nicht quellbaren Kapillar- 
systemen diskutierten, so miissen wir noch kurz auf die forminstabilen 
Membranen eingehen, bei denen auf Grund irgendwelcher Krafte 
(chemische Affinitaten) die Membransubstanz Flissigkeit aufnimmt 
und quillt. 

Ein Schulbeispiel fiir diese Klasse ist das aus reiner Cellulose 
bestehende Cellophan. 

Fiir organische Solvenzien ist die Cellophanmembran praktisch 
undurchlassig und unquellbar. Verwendet man aber Wasser, so quillt 
die Membran auf und wird nicht nur fiir Wasser, sondern auch 
durch einen Kunstgriff — fiir organische Fliissigkeiten permeabel'. 

Interessant ist nun, daB die Wasserquellung bzw. die Volumen- 
vergréBerung des Cellophans in Wasser nicht isotrop, sondern anisotrop 


erfolgt. Die Dickenzunahme betragt etwa 100% 
» Breitenzunahme Pe 9% 
» Langenzunahme ™ Ps 0% 


1 Mc Bain u. Mitarbeiter, Journ. Gen. Physiol. 12, 187, 1928; Trans. 
of the Farad. Soc. 26, 157, 1930. 
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Manegold und Viets! verkniipfen diese Erklarung der anisotropen 
Quellung in folgender Weise mit der Durchlassigkeitssteigerung. 

Bei der Herstellung des Cellophans erfahren die Cellulosemicellen 
durch Walzen, Strecken und Pressen eine Orientierung nach der Walz- 
und Streckrichtung, die sich auch in einer starken Doppelbrechung 
offenbart 2. 

In dieser Zwangslage liegen die faden- oder biindelf6rmigen Micellen 
dachziegelformig iibereinander und machen die Membran praktisch 
undurchlassig. 

Erfolgt aber eine innermicellare Wasseraufnahme (Quellung), so 
richten sich die nun ,,prallen“ Micellen aus ihrer Zwangslage jalousie- 
artig auf, und die Membran wird durchlassig (vgl. die folgende Skizze). 

(In analoger Weise wiirde sich auch die Aufnahme einer elektrischen 
Ladung auswirken, wenn das Potential groB genug ist, um die Attrak- 
tionskrafte zu iiberwinden.) 


—_— 


Wasserfrei, ungequollen, undurchliassig. 


Wasserhaltig, anisotrope Quellung der Membrandicke, durchlissig. D d.n = 0,066 . 10-14. 


Uber das dialytische Verhalten des Cellophans finden sich weitere 
Einzelheiten bei Manegold und Viets (1. c.). Man darf jedoch aus dem 
Verhalten des Cellophans nicht schlieBen, daB bei allen Membranen 
die Permeabilitat durch Quellung vergréBert wird. Es ist vielmehr 
wahrscheinlich, da8 bei isotroper Quellung der Membransubstanz die 
Porenzahl auf Kosten der PorengréBe wachst und die Durchlassigkeit 
infolgedessen kleiner werden kann. (D.d.y7 ist proportional r*. N!) 

Wenn wir die beiden Durchlassigkeitsregulaturen: das Phasen- 
grenzpotential und das Quellungsvermégen, hinsichtlich ihrer Wirkungs- 
fahigkeit vergleichen, so erscheinen uns folgende Unterschiede wichtig: 

Anderungen des Quellungsgrades rufen groBe Anderungen der 
spezifischen Durchlassigkeit hervor, aber die Einstellungsdauer des 
neuen Quellungsgleichgewichts dauert relativ lange und die Ent- 
quellung verlauft nicht immer reversibel. 

Bei Variationen des Phasengrenzpotentials variieren die D.d .17- 
Werte nur wenig, aber die Einstelldauer des neuen Wertes erfolgt 
relativ schnell und reversibel. 


1 Manegold u. Viets, Kolloidzeitschr. 56, 7, 1931. 
2 Unveréffentlichte Messungen. 
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In beiden Fallen sind jedoch die Durchlassigkeitsinderungen nicht 

an die Existenz eines Konzentrationsgefalles in dem Kapillarsystem 

gebunden, wie es bei den durch Dialysepotentiale bedingten Per- 
meabilitatsanderungen (anomale Osmosej der Fall ist. 

In welcher Weise bei elastischen Membranen Durchlassigkeits- 


anderungen durch mechanische Spannung und Entspannung mdglich 
sind, diskutierten wir bereits in der Kolloidzeitschr. £0, 22, 1930. 
= ° ° + ‘ . 
Wir berechneten dort, daB sich beim Chergang einer zirkularen 


Pore in einen rechteckigen Spalt gleicher QuerschnittsgréBe die Wasser- 
durchlissigkeit etwas mehr als verdoppeln muB. 


IV. 

Es liegt nicht in unserer Absicht, auf das Durchilassigkeitsverhalten 
lebender Membranen oder auch nur kiinstlicher Modellmembranen in 
ausfiihrlicher Wei-e einzugehen, da wir dariiber noch keine eigenen 
Erfahrungen besitzen. Wir erwahnen deshalb nur die Untersuchungen 
H. Briihls* iiber die Membran- und EiweiBwirkung des Coffeins, und 
die Ergebnisse EF. Starkensteins (I. c.). 


H. Briithl bedeckt die Kapillarwainde von Kollodiummembranen mit 
Adsorptionsschichten von EiweiB und miBt dann die Filtrationsgeschwindig- 
keit von Pufferlésungen mit und ohne Coffeinzusatz. 

Uns interessieren die Resultate: 

1. daB die Membrandurchlassigkeit ansteigt und abfallt, wenn die 
Reaktion der Pufferlésung dem isoelektrischen Punkt des EiweiBes an- 
genadhert und wieder entfernt wird; 

2. daB die Filtrierbarkeit einfacher Pufferlésungen von angendhert 
neutraler Reaktion ansteigt, sobald bei unverindertem px Coffein zugefiigt 
wird, und daB sie bei Fortlassen des Coffeins zu dem Ausgangspunkt 
zuruckgeht ; 

3. daB die Einwirkung des Coffeins und der px-Verschiebung auf die 
Permeabilitaét eine gewisse Zeit benétigt, um in Erscheinung zu treten und 
wieder zu verschwinden"“. 

Auf Grund verschiedener Spezialmessungen (der Viskositat, der Aus- 
flockung, der Léslichkeit. des Gefrierpunktes u.a.m.) kommt H. Briiil 
zu folgender Deutung: 

..Der EinfluB der Reaktionsverschiebung wird auf Veranderung des 
Quellungszustandes, die Coffeinwirkung auf eine Veranderung des Dis- 
persitatsgrades der die Porenwandung bekleidenden EiweiBschicht zuriick- 
gefiihrt. 

Die EiweiBveranderung unter CoffeineinfluB ist auf physikalisch- 
chemische Weise zu deuten. Coffein erhéht den Dispersitétsgrad hydro- 
philer und hydrophober Kolloide und erhéht die Léslichkeit der Amino- 
saiuren, wahrscheinlich infolge der Bildung einer Komplexverbindung, die 
eine héhere Léslichkeit besitzt. Diese Verbindung wird durch Kompen- 
sationsdialysen fiir Eiwei8, durch Gefrierpunktsbestimmungen fiir Amino- 
siuren aufgezeigt.* 


1 H. Brihl, diese Zeitschr. 212, 291, 1929. 


Biochemische Zeitschrift Band 243. 
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E. Starkenstein schreibt : 

..Die Erschwerung des Ubertritts von Fluorescein in die Gewebe 
durch CaCl, wurde bislang als GefiBdichtung betrachtet und zur Erklarung 
der Entziindungshemmung herangezogen. Da Atophan, das ebenso stark 
entziindungshemmend wirkt, die Verteilung von Farbstoffen im entgegen- 
gesetzten Sinne beeinfluBt, erschien diese Erklarung hinfallig. Diese Er- 
kenntnis veranlaBte uns, die Wirkung des Atophans auf die Fluorescein- 
verteilung naéher zu studieren. Dabei ergab sich folgendes: 

1. Die Wirkung des Atophans auf die Fluoresceinverteilung betrifft 
nicht oder nicht ausschlieBlich die Ausscheidung durch die Nieren. 

2. Die Anderung der Fluoresceinverteilung durch Atophan ist nicht 
die Folge einer Beeinflussung des Farbstoffs selbst, sondern ausschlieBlich 
der tierischen Organe und Gewebe. 

3. Sie beruht nicht auf einer Anderung der Wasserstoffionenkonzentra - 
tion des Organismus. 

4. Sie hat ihre Ursache in einer Verénderung der elektrostatischen 
Ladung der Gewebe gegeniiber den K6rpersaften in negativer Richtung. 
Einzelne ,,Gewebskathoden* im Sinne FR. Kellers werden noch kathodischer, 
einzelne ,,Gewebsanoden** weniger anodisch. 

5. Kathodische Farbstoffe werden also in erhéhtem MaBe in bestimmte 
Organe und Gewebe gezogen, anodische von ihnen abgestoBen. 

6. Die Wirkung des CaCl, auf die Fluoresceinverteilung scheint dagegen, 
entsprechend der bisherigen Annahme, wirklich auf einer Abdichtung der 
Gewebe sowohl gegeniiber positiv wie negativ geladenen Kolloiden und 
Ionen zu beruhen. 

7. Von einer allgemeinen Vergr6Berung bzw. Verminderung der Per- 
meabilitat der GefaBwande kann also beim Atophan gar nicht die Rede 
sein. Es werden nur bestimmte Organe und Gewebe fiir bestimmte Stoffe 
mehr oder weniger aufnahmefihig, waihrend sie sich anderen Stoffen gegen- 
iiber umgekehrt verhalten.‘‘ 

Sehr erwihnenswert erscheinen uns noch die Versuche von H. Freundlich 
und W. Sachs" iiber ,,Die Fliissigkeitsaufnahme disperser Massen und ihre 
Beziehung zu Hydrophilie, Quellung und Sedimentation“. 

Die Verfasser beobachten, daB schwach konzentrierte Elektrolyt- 
lésungen schneller von dispersen Massen aufgesogen werden als reines 
Wasser, obschon die innere Reibung der Lésungen gr6Ber ist. ,,Die Be- 
schleunigung 1a68t sich wahrscheinlich auf eine koagulierende Wirkung 
des Elektrolyten zuriickfiihren.“ 

V. Zusammenfassung. 

1. Es wird die fiir Kapillarsysteme charakteristische GréBe der 
spezifischen Durchlassigkeit (D.d.m) erklart und ihr Zahlenwert fiir 
Kollodiummembranen bei Benutzung von Wasser und wasserigen 
Lésungen kapillaraktiver Stoffe in méglichst genauer Weise gemessen. 

2. Es wird gezeigt, daB die GréBe nicht konstant ist, sondern mit 
der Natur des gelésten Stoffes variiert. 

3. Es wird die Wirkungsweise verschiedener Durchlassigkeits- 
regulatoren diskutiert. 


! H. Freundlich u. W. Sachs, Zeitschr. f. phys. Chem. A, 145, 177, 1929. 
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Zur Theorie der Mitogenetischen Strahlung. 


Weitere Untersuchungen’. 


Von 
M. Moissejewa. 


(Aus dem botanischen Laboratorium des Instituts fiir professionelle 
Ausbildung in Kiew.) 


(Eingegangen am 30. September 1931.) 
Mit 6 Abbildungen und 13 Diagrammen im Text. 


I. 

Bei der Priifung des klassischen Versuchs von A. Gurwitsch, naim- 
lich der Induktion der Zwiebelwurzel durch eine Wurzel derselben 
Pflanze, stellte ich fest, daB bei Benutzung der Apparatur von Gurwitsch 
sich unvermeidlich Nebenfaktoren geltend machen, die die Symmetrie 
der Mitosenverteilung stéren; diese Faktoren sind Reibung und Druck 
der Wurzelspitze. AuBerdem wurde vermutet, daB hier noch ein ge- 
wisser Faktor eine Rolle spielt, der auch augenscheinlich mit der An- 
stellung des Versuchs verbunden, doch bis jetzt noch nicht erkannt ist 
(Moissejewa, 1929, 1931). Deshalb wurden weitere Untersuchungen 
erforderlich, es muBte geklart werden, wodurch die Asymmetrie am 
meisten hervorgerufen wurde, und die Versuche muBten zur end- 
giltigen Lésung der Frage — ob bei den Versuchen mit Zwiebelwurzeln 
eine mitogenetische Induktion vorhanden ist oder nicht — so gestellt 
werden, daB eine Einwirkung von Nebenfaktoren nach Méglichkeit 
vermieden wird, ohne zugleich die Zentrierung beider Versuchswurzeln 
zu beeintrichtigen (wie es bei den Versuchen von Wagner, 1929, der 
Fall war). Im Winter 1929/30 stellte ich von neuem eine Reihe von 
Versuchsserien auf und wiahlte solche Bedingungen, unter welchen 


diese Fragen am besten zu lésen waren?®. 


1 T. Mitteilung, diese Zeitschr. 241, 1, 1931. 
2 Die erhaltenen Resultate wurden dem UnionskongreB der Zoologen , 
Anatomen und Histologen in Kiew im Mai 1930 vorgelegt. 
5* 





68 M. Moissejewa: 


Il. 

Aus den vorhergehenden Versuchen ging hervor, daB die gréBte 
Asymmetrie in der Verteilung der Mitosen durch Druck auf die meri- 
stematische Zone der Wurzel hervorgerufen wurde; dieser Druck ent- 
stand wahrend der Einfiihrung des Detektors in das obere trichter- 
formige Roéhrchen des Apparates. Um diesen Druck zu vermeiden, 
ersetzte ich in den weiteren Versuchsserien das obere trichterférmige 
Glasréhrchen durch einen Strohhalm. 


Schneidet man einen 2 em langen Strohhalm an einer Stelle der Linge 
nach gerade durch, und biegt ihn vorsichtig auseinander, so teilt man den- 
selben damit in zwei Teile, die von einzelnen schrag verlaufenden Faserbast - 
zellen zusammengehalten werden. Der auf solche Weise praparierte Stroh- 
halm von entsprechendem Durchmesser wurde an Stelle des trichter- 
formigen Réhrchens in den Gurwitschschen Apparat eingestellt (s. Abb. 1). 
Die fiir den Versuch bestimmte und bereits ans Stativ befestigte Wurzel 
wurde auf solche Weise dem entfalteten Strohhalm genahert, daB die 
meristematische Zone tiefer zu liegen kam. Darauf wurde die Wurzel 
durch flieBendes Wasser an die konkave Flache des halbierten Strohhalms 
geklebt und mit der anderen Halfte desselben bedeckt, welche durch das 
flieBende Wasser an die erste Hilfte geheftet wurde. Auf diese Weise war 
ein Teil der Wurzel im Roéhrchen eingeschlossen, wobei die meristematische 
Zone weder gestreift noch gedriickt wurde. Die Entfernung zwischen dem 
oberen und unteren Réhrchen war so groB, daB beim Anstellen des Versuchs 


und spater bei der Priifung der Zentrierung der Wurzeln beim Heben 
und Senken des Detektors — die meristematische Zone auBerhalb des 


oberen Réhrchens blieb und auf diese Weise nicht gestreift wurde. 

AuBerdem begann ich in diesen Serien die Form derjenigen Teile der 
Wurzel zu beachten, welche mehr als 1,5 bis 2em iiber dem Meristem liegen. 
Durchweg gerade Wurzeln sind bei am Licht gezogenen Zwiebeln von 
4 bis 6 cm Lange sehr selten (wie ich spater bemerkte, gilt dasselbe von im 
Dunkeln gewachsenen Zwiebeln). Bei den Versuchen mu8 man sich oft 
mit Wurzeln begniigen, die im oberen Teile wenigstens eine, zuweilen 
starkere, zuweilen schwachere Kriimmung haben, wodurch der der Zwiebel 
nachstliegende Teil an einen Bogen eines gr6éBeren oder kleineren Kreises 
erinnert. 

Fiir die Kontrollwurzeln versuchte ich solech ein Material auszusuchen, 
das den zur Induktion verwendeten Wurzeln am ahnlichsten war: von 
derselben Zwiebel, derselben Lange, Starke, Form usw.; dabei machte 
ich alle Manipulationen, welche mit den induzierten Wurzeln durchgemacht 
wurden (Beleuchtung mit der Lampe, Heben. Senken usw.), mit den 
Kontrollwurzeln in derselben Anzahl und in derselben Reihenfolge durch. 
Der Unterschied bestand lediglich darin, daB gegeniiber dem Meristem der 
induzierten Wurzel sich ein Réhrchen mit einer anderen Wurzel befand, 
wahrend gegeniiber dem Meristem der Kontrollwurzel ein Réhrchen mit 
Wasser aufgestellt wurde. 


In der ersten Versuchsserie wandte ich unten ein Glasréhrchen an 
(s. Abb. 1), und stellte den Apparat so hin, daB das Tageslicht von der 
dem Induktor entgegengesetzten Seite fiel und die nicht induzierte 
Seite beleuchtete. 





at 
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Tabelle I. 





Serie Anzahl : “ ye + 

male? B Art der |Zahlder + - und -- 0- efrext | Eifekt 

anteronshton Wurzel Wurzeln  Effekt onde Effekt Effekt m.. - handen 
Wurzeln 4 nden 015 

10 3 7 70 

5 4 3 60 


Von zehn induzierten Wurzeln dieser Serie (s. Tabelle 1) wurde 


bei sieben Wurzeln (= 70°,) ein +-Effekt beobachtet, und bei drei 
von denselben — ausschlieB- 
lich auf den _ mittleren | 
Schnitten (siehe z. B. Dia- 
gramm 1); bei zweien wurde 
auBer dem +-Effekt ein —- 
Effekt beobachtet. Die tibri- 
gen Wurzeln erwiesen sich als 
symmetrisch. Von fiinf Kon- 
trollwurzeln wurde bei drei 
(60°) ein +-Effekt beob- 
achtet, wobei er bei zwei mit 
einem —-Effekt wechselte; 
zwei Wurzeln waren sym- 
metrisch. In manchen Proto- 
kollen dieser Serie heibt es 
aber, daB bei der Senkung Abb. 1. Abb. 2. 
und Hebung des Detektors = dor cael ong Oceans tee wwelten 
waihrend der Zentrierung 

die Wurzel:pitze von der induzierten Seite gedriickt wurde (vielleicht 
infolge einer kaum bemerkbaren phototropi:chen Kriimmung), und mit 
diesem unbedeutenden Druck lassen sich vielleicht einige Faille von 
+-Effekt erklairen. 

Ich versuchte in dieser (und zwar nur in dieser) Serie die Versuche so 
auszufiihren, daB sich im Apparat gleichzeitig sowohl die induzierte, als auch 
die Kontrollwurzel befanden. Dazu muBten zwei ganz gleiche Apparate 
nebeneinander aufgestellt werden. Da es sich aber herausstellte, daB unter 
den induzierten Wurzeln mehr in bestimmter Richtung gekriimmte Wurzeln 
waren, als unter den Kontrollwurzeln, was wahrscheinlich nur durch die 
Verschiedenheit der Apparate hervorgerufen werden konnte (Neigung. 
Breite der Réhrehen usw.), so wurde weiterhin sowohl zur Induktion, als 
auch zur Kontrolle ein und derselbe Apparat angewandt, wobei der Kontroll- 
versuch vor oder nach dem Iiiduktionsversuch vorgenommen wurde. 



































Um einen Druck von seiten des unteren Réhrchens auf die indu- 
zierte Seite des Detektors zu vermeiden, stellte ich eine zweite Versuchs- 
serie auf: die Lage des Apparates beziiglich der Lichtquelle blieb dieselbe 
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(das Fenster gerade gegeniiber dem Induktor), das untere Glasréhrchen 
im Apparat wurde jedoch durch eine Strohrinne (siehe Abb. 2) ersetzt, 
welche der Wurzel von der nicht induzierten Seite anlag. Bei leichten 
phototropischen Kriimmungen wurden diese Wurzeln von der induzierten 
Seite weder einer Reibung, noch einem Druck ausgesetzt. Und wie 
wir aus Tabelle II ersehen, hat die Zahl der Wurzeln mit einem +-Effekt 
bedeutend abgenommen. Von 15 induzierten Wurzeln wurde bei 
7 Wurzeln (46,6°,) ein +-Effekt, aber bei 2 von ihnen zugleich ein 
bedeutender —-Effekt beobachtet; bei 8 Wurzeln (53,3°,) war iiber- 
haupt kein +-Effekt nachweisbar. Von 10 Kontrollwurzeln wurde 
bei 4 Wurzeln (40°) ein +-Effekt (bei einer mit einem —-Effekt 
verbunden) beobachtet, bei 6 Wurzeln (69°%) war kein +-Effekt 
vorhanden. 
Tabelle 11. 





Serie Anzahl 2 
Batorsd ; = te Effekt 
der Artder Zahlder — +- und cans _0- Effekt vor- 
untersuchten Wurzel Wurzeln Effekt so Effekt Effekt : M “* handen 
Waerneie “tte vanden fy 
2 | afi ! 15 5 2 2 6 7 © 46,6 
"-. & 10 3 1 4 2 4 40,0 
2 ~ sack 2 ch sa 
3 3 {| T rj 
| K 1 — — — 1 _— 


Auffallend ist eine bedeutende Anzahl von Wurzeln, sowohl in- 
duzierter (siehe z. B. Diagramm 2), als auch Kontrollwurzeln, mit einem 
—-Effekt (bei 4 von 15 induzierten — 26,6°% und bei 5 von 10 Kontroll- 
wurzeln — 50%). Auf Grund dieser Versuchsserie laBt sich augen- 
scheinlich die friiher gemachte Annahme aufrechterhalten, da’ eine 
sehr leichte Reibung der Wurzel an der Wandung des unteren R6hrchens 
(in diesem Falle von der der Induktion entgegengesetzten Seite) eine 
VergréBerung der Mitosenzahl hervorruft, wodurch das Ergebnis der 
Induktion zweifellos verzerrt wird. 

Die sehr kleine dritte Versuchsserie unterscheidet sich von der 
ersten nur durch die Beleuchtungsumstainde. Der Apparat wurde so 
aufgestellt, daB das Licht vom Fenster die induzierte Seite des Detektors 
beleuchtete. Wenn die Zwiebelwurzeln wirklich zu leichten photo- 
tropischen Kriimmungen fahig sind, so wird bei dieser Stellung des 
Apparats bei den kaum gekriimmten Wurzeln die der Induktion ent- 
gegengesetzte Seite gedriickt werden, wenn sie in das untere Glasréhr- 
chen eingefiihrt werden, und daher wird ein —-Effekt zu beobachten 
sein. Wie zu erwarten war, ergaben diejenigen Wurzeln — beides 
induzierte —, welche zum Ende des Versuchs eine Asymmetrie im 
vorhergesehenen Sinne aufwiesen (namlich eine kaum_ merkliche 
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Kriimmung zur Seite, welche der Induktion entgegengesetzt war) ‘und 
infolgedessen einen schwachen Druck auf der nichtinduzierten Seite er- 
litten, einen —-Effekt (s. Tabelle 1] und Diagramm 3). Die Kontrollwurzel 
wies eine Symmetrie auf, freilich mit einem geringen Defizit der Mitosen 
auf der ganzen zum Induktionsréhrchen gerichteten Seite, vielleicht, 
weil fiir den Versuch eine proximal nicht ganz gerade Wurzel genommen 
wurde (beide induzierten Wurzeln waren absolut gerade). 

Die Ergebnisse der drei letzten Versuchsserien sprechen dafiir, daB 
nicht nur der Druck auf das Meristem, welcher beim Einfiihren der 
Wurzel in das trichterférmige Réhrchen des Gurwitschschen Apparats 
zustande kommt, die Verteilung der Mitosen in der Wurzel beeinfluBt. 
Eine groBe Bedeutung hat augenscheinlich auch der 
unregelmaBige Druck auf die Wurzel im unteren 
Réhrchen, und daraus folgt, daB die Lage der 
Lichtquelle nicht ohne Bedeutung ist, da die 
schwachsten phototropischen Kriimmungen, die sich 
nur in der Stérung der auBeren Symmetrie der 
Wurzelspitze auBern, zu einem Druck der meristema- 
tischen Zone von der verdunkelten Seite fiihren. 

In der vierten Versuchsserie wurde anstatt des 
unteren Réhrchens des Apparats eine schmale 
Strohplatte verwandt (s. Abb. 3), welche sich seit- 
warts befand und den Detektor weder von der 
induzierten, noch von der gegeniiberliegenden Seite 
berihrte. Dadurch floB das die Wurzel umspiilende 
Wasser ab, ohne sich an der Wurzelspitze anzu- 
sammeln. In dieser und allen folgenden Serien 
wurde der Apparat so aufgestellt, daB das Tages- 
licht seitwairts einfiel und in gleichem Mabe die 
induzierte und die entgegengesetzte Seite der _ eh. 8. 

Schema der vierten 
Wurzel beleuchtete. Trotzdem auch hier die Zen- Versuchsserie. 
trierung der Wurzeln eine recht genaue war, 
wurde von fiinf induzierten Wurzeln (s. Tabelle III) ein +-Effekt 
bei drei Warzeln (60°,) beobachtet, dabei in zwei Fallen zugleich mit 
einem —-Effekt: eine Wurzel zeigte einen —-Effekt, und eine weitere 














Tabelle III. 





Serie Anzahl 14 Sp 
a J ; Ss Effekt 
Art der Zahl der +- und _0- Effekt vor- 
Recep Effekt vor handen 
Effekt handen 


der , . > 7 
setieantiihein Wurzel Wurzeln  Effekt 


Wurzeln 0/5 


60 
50 
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war symmetrisch. Von vier Kontrollwurzeln wurde bei zwei Wurzeln 
(50°) ein +-Effekt, bei einer ein —-Effekt, und bei einer eine Symmetrie 
beobachtet. Auf Grund der Daten dieser Versuchsserie kann man 
annehmen, daB entweder ein Druck auf die Seitenflache des Wurzel- 
meristems eine VergréBerung der Mitosenzahl auf der nichtinduzierten 
(vielleicht auch auf der induzierten) Seite hervorrufen kann, oder — 
was wahrscheinlicher ist — wird die Asymmetrie auch vom Druck auf 
die bedeutend oberhalb des Meristems liegende, in das Réhrchen ein- 
geschlossene Zone verursacht. Bestatigt wird diese Annahme durch 
den Umstand, daB die +- und —-Effekte bei jenen induzierten und 
Kontrollwurzeln beobachtet wurden, bei welchen die Kiiimmung des 
oberen Wurzelteiles sich in einer Ebene mit dem Induktionsréhrehen 
befand. Dadurch wurde die Wurzel am oberen Rande des Strohzylinders 
stets von der konkaven Seite gedriickt (vgl. 
Abb. 6). Waren-aber die induzierten und 
Kontrollwurzeln so orientiert, dai sich die 
Kriimmung an der Seite, d. h. in jenem Wurzel- 
teil befand, welcher die duBersten Schnitte ent- 
hielt und daher nicht untersucht wurde, so 
wurde fast immer eine mehr oder weniger volle 
Symmetrie beobachtet (siehe z. B. Diagramm 4). 
Es ist natiirlich in diesem Falle nicht aus- 
geschlossen, daB vielleicht auch andere Faktoren 
mitwirkten. 




















In der fiinften und sechsten Versuchsserie 
fiihrte ich den Detektor zur Induktion nicht 
| | ins Réhrchen: er wurde frei aufgehangt. Die 
senkrecht befestigte Wurzel wurde vorsichtig 
einer mit Paraffin bedeckten Glasplatte auf 














Abb. 4. Schema, solche Weise genahert, daB das Wurzelende 
welches die Aufstellung 2 . ore ‘1. 
der fiinften und sechsten gerade iiber dem tiefer befestigten Glas- 

Versuchsserie zeigt. réhrehen zu hangen kam. Die Wurzel beriihrte 


das untere Réhrchen nicht, letzteres nahm nur 
das Wasser auf, welches die Wurzel umspiilte und sich*von Zeit zu 
Zeit an der Wurzelspitze ansammelte (s. Abb. 4). In dieser Lage 
kriimmten die Wurzeln sich wahrend 2 bis 3 Stunden in den meisten 
Fallen nicht, und die Zentrierung war vollkommen sicher. Von 
sieben induzierten Wurzeln der fiinften Serie wies, wie Tabelle IV zeigt, 
nur eine Wurzel einen +-Effekt auf, der dazu noch von einem be- 
deutenden —-Effekt begleitet wurde (14,2°,); vier Wurzeln hatten 
einen — -Effekt (57,1°,), und zwei waren symmetrisch. Von sechs 
Kontrollwurzeln hatte eine einen +-Effekt (16,6°,), vier einen —-Effekt 
(66,6°,), und eine war symmetrisch. Interessant ist in dieser Serie die 
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bedeutende Anzahl von induzierten, wie auch Kontrollwurzeln mit 
einem —-Effekt (siehe z. B. Diagramm 5). In den Protokollen dieser 
Serie lesen wir, daB wahrend der Anstellung des Versuchs und spiter 
beim Priifen der Zentrierung —, wenn der Wasserstrahl, welcher den 
Detektor ums piilt, starker als gewOhnlich war, die diinne, zarte Wurzel 
schwankte und sich zum Induktionsréhrchen neigte. 


Tabelle IV. 





Serie Anzahl 


+ 1 « 

der Art der | Zahl der += und =< _0- Effekt 

untersuchten Wurzel Wurzeln = Effekt _ a Effekt Effekt ' y 4 
Warzeln | wile ianden 


Effekt 
vor- 
handen 
0 


— 1 14,2 
1 1 1 16,6 

13 | 3 4 444 
1 1 25 

Die sechste Versuchsserie unterschied sich von der vorigen nur 
dadurch, daB die Induktion nach Verlauf von 6 bis 12 Stunden nach 
der Aufstellung des Detektors begann. Wir sehen (siehe Tabelle IV), 
daB auch hier unter neun induzierten Wurzeln ein guter +-Effekt 
bei drei beobachtet wurde (33,3°,), bei einer wechselte er mit einem 
—-Effekt ab. Die iibrigen Wurzeln zeigten entweder einen —-Effekt 
oder waren symmetrisch. Von vier Kontrollwurzeln wies eine einen 
+--Effekt auf, die iibrigen waren symmetrisch. 

Es muB gesagt werden, daB das Material fiir die Induktion und die 
Kontrolle in der letzten Serie nicht ganz gleichartig war. In den 6 bis 
12 Stunden, wahrend welcher die Wurzel sich vor dem Versuch im Apparat 
befand, kriimmte sich dieselbe etwas und wies zuweilen eine deutlich aus- 
gepragte negative phototropische Kriimmung auf. Solche Wurzeln waren 
fiir die Induktion untauglich. da bei einer, wenn auch unbedeutenden, 
Kriimmung auf eine richtige Zentrierung kein VerlaB war. Wurzeln mit 
kaum bemerkbarer Neigung verwendete ich zuweilen als Kontrollwurzeln. 
Vielleicht war deshalb im Endresultat (s. Tabelle IV) das  Verhaltnis 
zwischen der Mitosenverteilung sowohl bei den induzierten als auch bei 
den Kontrollwurzeln nicht ganz dasselbe. 


Aus einer ganzen Reihe von Beobachtungen und Daten der Proto- 
kolle der letzten sechs Serien konnte man schlieBen, daB die Asymmetrie 
der Mitosenverteilung in der Wurzel auch durch Kriimmung und 
Streckung derselben oberhalb der meristematischen Zone beeinflubt 
wird. 

Dadurch wird es auch klar, weshalb bei meinen Versuchen mit 
Reibung! nicht immer gleiche Ergebnisse entstanden: auf der Wurzel- 


1 lie. 
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seite, welche die Glasplatte beriihrte, und welche bei mehrmaligem 
Heben und Senken der Wurzel gestreift wurde, beobachteten wir einen 
bedeutenden +-Effekt, und zuweilen Symmetrie und selbst einen 
—-Effekt. Augenscheinlich hing auch hier die Verteilung der Mitosen 
nicht nur von der Streifung und vom Druck ab, sondern auch von 
der Form der Wurzel und davon, wie sie fiir den Versuch orientiert 
wurde, also auch von der Streckung der Wurzel. 

Deshalb wurde noch eine Versuchsserie angestellt, die den Versuchen 
mit der Streifung analog war, mit dem Unterschied jedoch, daB 
die Wurzel wahrend des Versuchs nicht gehoben und_ gesenkt 
sondern an die Glasplatte befestigt wurde, welche bis zum Ende des 
Versuchs unbeweglich blieb. Es erwies sich, daB die Symmetrie in der 
Verteilung der Mitosen in der Tat besonders dann gestért wurde, wenn 
die Wurzel an der Spitze absolut gerade war, aber in der Mitte oder 
oben eine Kriimmung hatte, und mit ihrer konkaven Seite an die Platte 
befestigt wurde. Auf dieser Seite, die durch das Ankleben und Haften 
der Wurzel an der Platte sich streckte, entstand fast immer nach 1,5 bis 
2 Stunden nach Beginn des Versuchs ein bedeutendes Ubergewicht 
im Vergleich zur entgegengesetzten Seite, waihrend auf den geraden, 
oder auf jenen gekriimmten Wurzeln, welche mit der konvexen Seite 
an die Platte geklebt wurden, fast immer entweder ein Nulleffekt oder 
ein unbedeutender +-Effekt oder —-Effekt beobachtet wurde. Deshalb 
muB8 man annehmen, daB eine Streckung der Wurzel anscheinend eine 
der Hauptquellen der Stérung der Symmetrie in der Verteilung der 
Mitosen in der Zwiebelwurzel ist. 


Aus dieser Erwagung stellte ich die siebente Serie von Induktions- 
versuchen auf. Ich benutzte wieder die Réhrchen von Gurwitsch. 
Es wurde eine bedeutende Anzahl von Kontrollwurzeln verwendet, 
unter welchen sich méglichst gerade befanden, aber auch in ihrem 
oberen und mittleren Teile stark gekrimmte vorkamen (die Kriimmung 
lag nicht tiefer als 2cem von der Spitze). Letztere befestigte ich im 
Apparat so, daB die Wurzel mit ihrer konkaven Seite (zuweilen auch 
mit der konvexen Seite) zum Induktionsréhrchen gewendet war. 
Zuweilen wurden solche Wurzeln verwandt, die in ihrem oberen Ab- 
schnitt zwei fast entgegengesetzte Kriimmungen hatten. 


Fiir ein paar Induktionsversuche suchte ich die geradesten Wurzeln 
aus. Wenn auch dicht bei der Zwiebel eine kleine Krimmung vorhanden 
war, orientierte ich die Wurzel so, daB sie nicht in einer Ebene mit 
dem Induktionsréhrchen, sondern seitwarts lag. 


Von zehn induzierten Wurzeln dieser Serie (siehe Tabelle V) erhielt 
ich nur bei einer Wurzel (10°), und auch dort auf den Seitenschnitten, 
einen +-Effekt, drei Wurzeln hatten einen —-Effekt und sechs Wurzeln 
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Tabelle V. 





Serie Anzahl 


: : op Effekt 
Art der Zahl der und Effekt —~s 
Wurzel Wurzeln - vor- handen 


der 
untersuchten 


Wurzeln handen 


1 10 
13 : : 4 18 66,6 


waren symmetrisch. Von 27 Kontrollwurzeln wiesen 18 (66,6°,) 
einen +-Effekt auf, dabei 13 von ihnen (48,9°,) ohne —-Effekt, 
und neun Wurzeln hatten tiberhaupt keinen 
+-Effekt. 

Auf Grund der Kontrollversuche kann man 
schlieBen, daB bei Anstellung des Versuchs nach 
Gurwitsch tatsichlich auf der sich streckenden 
Seite der Wurzeln [ob sie nun zum Induktions- 
rohrehen gerichtet ist (siehe Diagramm 6) oder 
nach der anderen Seite (siehe Diagramm 7), 
bleibt sich gleich] nach 1,5 bis 2,5 Stunden 
sich die Mitosenzahl um 15 bis 30°, und 
mehr vergréBert. In solch einem Falle konnte 
in zwei Induktionsversuchen, bei denen wahrend 
recht langer Zeit ein Ankleben des Detektors 
an den Induktor beobachtet wurde, der ent- 
standene —-Effekt mit diesem Umstand er- 
klart werden, da der Detektor beim Ankleben 
sich etwas kriimmte. 

Diese Daten stimmen vollkommen mit 
denen tiberein, welche ich in der dritten Ver- 
suchsserie 1928/29 erhielt. Die Uberschiisse, 
die ich als Resultat lediglich der Streifung und 
des Druckes betrachtete, waren auch noch das Abb. 5. 
Ergebnis einer Streckung der Wurzeln, da ich an Ee ce ae "ain 
fiir Streifung und Druck am haufigsten die — Wurzel bestimmt wird 


12 y ‘ " (nach der Kriimmung des 
konkave Seite der Wurzel bestimmte (s. Abb. 5). oberen Teiles). 




















Ill. 


Ich benutzte bei den Versuchen verschiedene Sorten von Zwiebeln. 
Nach einigen Jahren der Arbeit erwies es sich, daB manche Zwiebelsorten 
fiir die Versuche nicht tauglich sind, denn sie haben ausschlieBlich 
wellenartig gekriimmte Wurzeln. Bei den Versuchen mit solchen 
Sorten aber, die mehr oder weniger gerade Wurzeln haben, mubte ich 
mehrmals feststellen, daB bei den einen Sorten die Symmetrie der 
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Mitosenverteilung leichter, bei den anderen schwerer gestért wird. 
Es ist méglich, daB die Jahreszeit eine bedeutende Rolle mitspielte: 
anscheinend wurde die Symmetrie am leichtesten im Friihjahr gestért. 




















25,80 


26,3 








10 11 12 








13 


Diagramme 1, 2, 3, 4, 5, 9, 10 und 11 induzierte Wurzeln, Diagramme 6, 7, 8, 12 Kontroll- 
wurzeln, Diagramm 13 Kontrollwurzel nach Rossmann. Auf allen Diagrammen ist der mittlere 
Schnitt durch ein Kreuzchen bezeichnet. 


Die letzte Versuchsserie wurde Ende Marz und im April mit einer 
Sorte vorgenommen, bei der die Symmetrie der Mitosenverteilung 


— 


et i f 
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sehr leicht gestért wurde. Unter anderem erwahnt auch Gurwitsch, 
daB Zwiebelwurzeln in der warmen Jahreszeit fiir Induktionsversuche 
untauglich sind. 


Deshalb muBte eine Zwiebelsorte gefunden werden, die in bezug 
auf Reibung, Kiiimmung und Streckung am resistentesten ist, und 
noch einige Induktionsversuche mit dieser Sorte in der kalteren Jahres- 
zeit gemacht werden. 


Im Herbst 1930 fand ich solch eine Zwiebelsorte, bei der weder 
leichte Reibung und Streifung, noch Kiiimmung und Streckung der 
Kontrollwurzeln (jedenfalls in solchem Mabe, wie sie bei vorsichtiger 
Ausfiihrung des Versuchs beobachtet werden) eine bedeutende Asym- 
metrie hervorrief (siehe Diagramm 8). Die Frage schien mir voll- 
kommen geklart, und deshalb begniigte ich mich mit einer geringen 
Anzahl von Versuchen. Von sieben induzierten Wurzeln dieser Serie 
(siehe Tabelle VI) entstand, trotz der sorgfaltigsten Durchfiihrung des 
Versuchs und genauester Zentrierung (fiinf Versuche waren tadellos), 
nur bei einer Wurzel ein UberschuB auf der induzierten Seite (14,2%), 
und zwar auf einer groBen Anzahl von Schnitten (siehe Diagramm 10); 
eine Wurzel hatte einen —-Effekt (siehe Diagramm 9), und die iibrigen 
fiinf Wurzeln (71,6°,) waren mehr oder weniger symmetrisch (siehe 
z. B. Diagramm 11). 

Tabelle VI. 





Serie Anzahl 
der 
untersuchten 
Wurzeln 


« Lo 
Art der Zahl der +- und —- 0- Effekt 
Wurzel Wurzeln’ Effekt - Effekt Effekt vor- 
Effekt handen 


Effekt 
vor- 
handen 


Den —-Effekt bei der einen Wurzel kann man damit erklaren, 
daB (wie es auch in der vorhergehenden Serie beobachtet wurde) der 
Induktor wahrend einiger Zeit den Detektor beriihrte, wodurch eine 
schwache Kriimmung des Detektors entstehen konnte. 


Summieren wir die Ergebnisse der elf Serien von Induktions- 
versuchen (Winter 1928 29, 1929/30 und Anfang Winter 1930 31), so 
sehen wir (siehe Tabelle VII und VIIT), daB von 104 induzierten Wurzeln 
ein +-Effekt, ohne —-Effekt, bei 30 Wurzeln beobachtet wurde, was 
im ganzen 28,8°,, ausmacht (bei den Kontrollwurzeln 33,3°,; ein 
richtiger +-Effekt, also ein Uberschu8, nur auf den fiinf bis sieben 
Mittelschnitten bei sieben Wurzeln, d.h. in 6,7°, der Fille). Ein 
+.-Effekt, mit einem bedeutenden —-Effekt verbunden, wurde bei 
16 Wurzeln beobachtet, d. i. in 15,3°, (bei den Kontrollwurzeln 11,1°,,); 
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Tabeile VII. 





Serie Anzahl 





aor Art der = der +- und . 0- Effekt Effekt 
wont Wurzel furzeln Effekt - Effekt Effekt vor- vor- 
=e | Effekt handen handen 
2 f | 
1—8 | 126 | I 65 15 st] 18 23 24 27 
192930 ;°“? | =K 61 22 8 15 16 30 23 
1 e | I 20 4 2 3 15 6 
192829 | | “2 eae bee 1 as ! 
2 | il I 9 1 3 3 2 4 6 
1928/29 | k 2 1 - 1 - 1 1 
3 | 14 { I 10 3 — 3 4 3 3 
1928/29 | \ K 4 1 _— 2 1 1 2 
7 nef I 104 30 16 26 32 46 42 
sted tend a s | 19 | 2 | s | 27 
Tabelle VIII. 
Serie Anzahl + a Ef x EE " 
der Art der Zablder pffekt = | Effekt Effekt —vor-_vor- 
untersuchten Wurzel Wurzeln Effekt handen handen 
Wurzeln Vo 9 0/5 UP 0), 0}, 
'1—11. 176 I 104 28,8 15,3 25,0 30,8 44,2 40,4 
. kx 72 33,3 11,1 26,4 29,1 44.4 38,9 
ein —-Effekt bei 26 Wurzeln = 25,0°%, (bei den Kontrollwurzeln 


26,4°,), und endlich fanden wir bei 31 induzierten Wurzeln eine 
Symmetrie, was 30,8°% ausmacht (bei den Kontrollwurzeln 29,1°,). 

Wir sehen also keinen Unterschied in der Mitosenverteilung bei 
den induzierten Wurzeln und bei den Kontrollwurzeln. 

VieHeicht unterscheiden sich aber die induzierten Wurzeln von 
den Kontrollwurzeln durch die Starke oder Lage des +--Effektes (z. B. 
bei den induzierten Wurzeln ein bedeutender +-Effekt auf den mittleren 
Schnitten, und bei den Kontrollwurzeln ein schwacherer -+--Effekt 


Tabelle IX. 








0—15/g 15— 20 /, 20—30 9/9 iiber 30/5 
ast Zahl Zahl Zahl | Zahl 
Wurzel der Og der 0/9 der 05 der 9/5 
Wurzeln Warzeln Warzeln Wurzeln 
‘on, {i 7 58 (558 10 9,6 17 | 16,3 19 | 183 
+-Effekt || x 40 |545) 6 | 88 | 18 | 181] 18 | 181 
Patt (| 1 62 596 9 86 19 182 14 | 136 
? \ K 45 62,5 5 6,9 17 23,7 5 6,9 
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Tabelle X. 





+-Effekt auf den + -Effekt auf den -Effekt auf den —-Effekt auf den 
Art Mittelschnitten Seitenschnitten Mittelschnitten Seitenschnitten 


der ———_—__—_—_— — - — — ~ 
Wurzel Zahl der ‘ Zahl der : Zahl der . Zahl der 


Wurzeln 0 Wurzeln Wurzeln ae Wurzeln 


0 


I 32 39,7 14 3, 22 21,6 20 19,2 
Kk 22 30,5 10 3,8 i 23,6 10 13,8 


auf den Seitenschnitten)? Wie man aus den Tabellen ersehen kann, 
besteht im Grunde genommen auch kein Unterschied in der Starke 
der Effekte (Tabelle LX), noch in ihrer Lage (Tabelle X; die Prozente 
beziehen sich auf die Gesamtzahl der induzierten und der Kontroll- 
wurzeln). 

Die erhaltenen Resultate kénnen in keinem Falle mit einer mangel- 
haften Zentrierung des Versuchsmaterials erklart werden. Bei allen 
Versuchen war die Zentrierung im Laufe von 30 bis 40 Minuten nach 
dem Induktionsbeginn absolut richtig (anderenfalls wurde der Versuch 
nicht weitergefiihrt). Bet 35 Wurzeln (33,6%,) verschob sich der Induktor 
beziiglich des Detektors wihrend des ganzen Versuchs iiberhaupt nicht; 
bei 40 Wurzeln (38,4°,,) wurde wiihrend des Versuchs wohl eine Ver- 
schiebung beobachtet, aber nie mehr als fiir einige Minuten, und nicht 
weiter als auf eine Teilung des Okularmikrometers, also maximal um 50 1; 
und nur bei den iibrigen 29 Wurzeln (27,8°,) wurde eine Verschiebung 
yihrend des Versuchs mehrfach beobachtet, die bisweilen 2 bis 
3 Teilungsstriche des Okularmikrometers erreichte, also 100 bis 150 y?. 

Auf Grund aller oben angefiihrten Daten kann man endgiiltig 
darauf schlieBen, daB in meinen Versuchen mit Zwiebelwurzeln eine 
Induktion im Sinne von Gurwitsch nicht beobachtet wurde. Alle 
+- und —-Effekte sind nichts anderes als das Ergebnis eines Ein- 
flusses von Nebenfaktoren, die die Ausfiihrung des Gurwitschschen 
Versuchs begleiten. 

IV. 

Bei aufmerksamer Durchsicht der Folgerungen, welche auf Grund 
der einzelnen Versuchsserien gemacht wurden, werden wir uns endlich 
klar dariiber, wodurch die Symmetrie in der Verteilung der Mitosen 
bei den Zwiebelwurzeln gestért wird: leichte Streifung, Druck, Kriim- 
mung und Streckung der Wurzel bei ihrem Einfiihren in die Roéhrchen 


1 Das Ausbleiben eines -+--Effektes kann auch nicht durch eine un- 
geniigende (oder zu lange) Dauer des Versuchs erklart werden. Zwédlf 
induzierte Wurzeln befanden sich 2 bis 2'/, Stunden unter dem EinfluB 
der Induktion, 74 Wurzeln 2'/, bis 3 Stunden und 18 Wurzeln 3 bis 4Stunden. 
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des Apparats zu Beginn des Versuchs, die Streckung der im oberen 
Teil nicht ganz geraden Wurzel wahrend des Versuchs selbst (die wihrend 
der Priifung der Zentrierung am starksten ist), ferner die Streckung 
und der Druck der leicht gekrimmten Wurzelspitze am Ende des Ver- 
suchs, das alles sind Faktoren, die eine mehr oder weniger dauernde 
VergiéBerung der Mitosenzahl auf der gestreiften, gedriickten oder 
auseinandergebogenen Seite der Wurzel hervorrufen. 

Jedoch beantwortet diese Folgerung nicht direkt die Frage, warum 
in Gurwitschs Laboratorium der +-Effekt (oder sein Ausbleiben) dann 
auftrat, wenn es die theoretischen Erwagungen forderten, und warum 
er auch in einigen meiner induzierten Wurzeln so deutlich auftrat und 
damit die Daten Gurwitschs bestatigte. 

Um diese Frage zu beantworten, muB man meiner Meinung nach 
die Zentrierung der Versuchswuizeln und die Feststellung der indu- 
zierten Seite bei der Durchfiihrung des Versuchs nach Gurwitsch be- 
achten. 

Bekanntlich nimmt Gurwitsch an, daB das Licht die Zwiebel- 
wurzeln nicht beeinfluBt. Deshalb glaube ich, da der Apparat in 
bezug auf die Lichtquelle in verschiedenen Versuchsserien verschieden 
aufgestellt wurde, man kann aber annehmen, daf der Apparat in 
besonders schweren und wichtigen Fallen so aufgestellt wurde, dab 
die vom Induktor abgewendete Seite des Detektors beleuchtet wurde, 
da nur bei dieser Lage die Spitze des Induktors bei der Hebung des 
Detektors klar und deutlich durch das horizontale Mikroskop als kaum 
bemerkbarer Punkt zu sehen ist. AuBerdem ist anzunehmen, daB an 
triiben Wintertagen — besonders dann, wenn der Apparat beziiglich 
des Tageslichtes anders stand und bei der Hebung des Detektors die 
Induktorspitze nicht deutlich zu sehen war — elektrisches Licht be- 
nutzt ‘werden muBte, und das um so haufiger, je wichtiger der Ver- 
such war. Die haufige Beleuchtung rief eine kaum bemerkbare photo- 
tropische Kriimmung (zum Induktor hin) hervor, und das Heben 
und Senken bewirkte einen Druck und eine Streifung und Streckung 
auf die induzierte Seite der Detektorspitze, was einen +-Effekt 
hervorrief. 

Ferner kann man bei der Feststellung der induzierten Seite ein 
Wurzelfragment von 3 bis 4cm mit einer eingesteckten Nadel (siehe 
Abb. 6) in jenem Falle bequem und richtig auf den Tisch legen, um 
das Ende so abzuschneiden, daB das scharfe Schnittende die Induktions- 
richtung anzeigt (A. und L. Gurwitsch, 1925, 8. 109), wenn dieses 
Fragment der ganzen Lange nach gerade ist; hat es aber eine Kriimmung 
(eine Kriimmung 1,5 bis 2cm oberhalb der Spitze ist kein Hindernis, 
Gurwitsch, 1928, 8. 184), so gelingt es nur in dem Falle, wenn diese 
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Krimmung in einer Ebene mit dem Induktionsréhrchen liegt, und in 
diesem Falle auch mit der Stecknadel. Nach zwei bis drei Versuchen 
kommt man dahinter und muB immer darauf achten, dab die gewahlte 
Wurzel moéglichst wenig Kriimmungen aufweist (am besten nur eine), 
und daB sie in einer Ebene liegen, die durch das Induktionsréhrehen 
fihrt. Die Streckung solch einer Wurzel ruft auch einen +-Effekt 
hervor, wenn sie mit der konkaven Seite zum Induktor gerichtet ist 
(siehe Abb. 6). 

Bei Vorhandensein einiger Kriimmungen kénnten sich die Mitosen 
in verschiedenen Herden vermehren, was zu einer Abwechslung von + - 
und —-Effekten fiihren wiirde (siehe z. B. Diagramm 12). Und ist es so, 
dann lassen sich die unverstandlichen Daten, die ich bei der Induktion 
der Zwiebelwurzel durch Hefe erhielt!, leicht erklaren: von vier 
induzierten Wurzeln hatte eine einen +-Effekt, eine einen — -Effekt, 
und bei zwei wechselten +- und —-Effekte einander ab. Da weder 
eine Streifung noch eine Kriimmung der Wurzelspitze wihrend des 
Versuchs bemerkt wurde, so sind die +- und —-Effekte in diesem 
Falle augenscheinlich nichts anderes als das Resultat der Streckung 
der Kriimmungen im oberen und mittleren Wurzelteil, die in bezug 
auf das Induktionsréhrchen verschieden orientiert wurden. 

Bei aufmerksamer Betrachtung einer Wurzel mit einer Kriummune, 
die 1,5 bis 2¢m oberhalb der Spitze gelegen ist, scheint es sehr oft, daB 
die Spitze selbst etwas asymmetrisch ist, und zwar, daB die der Konkavitat 
entsprechende Halfte etwas schmaler isi als die entgegengesetzte. Zur In- 
duktion ist auch solch eine Wurzel geeignet, welche man so in den Apparat 
einstellt, daB die Konkavitat zum Induktor gerichtet ist. Wenn nach der 
Induktion auch auf dieser, schmaler scheinenden Seite (die vor dem Versuch 
wahrscheinlich weniger Mitosen enthielt) ein +-Effekt beobachtet wird. 
so ist er zweifellos durch die Induktion bedingt. In den ersten Versuchs 
serien der Jahre 1926 bis 1928 benutzte ich zuweilen solche Wurzeln zur 
Induktion. 

Es ist méglich, daB bei den Versuchen mit Tulpenwurzeln im Jahre 1926 
dieser Umstand die Hauptrolle spielte: die Wurzeln der Tulpe sind ge- 
wohnlich wellenférmig und an den Spitzen leicht gekriimmt. Zwecks 
richtiger Zentrierung der Wurzeln bei der Induktion wurde der Detektor 
in den Apparat so eingefiihrt. daB die untere Kriimmung in einer Ebene 
mit dem Induktionsréhrchen lag und die Wurzel mit der konkaven Seite 
zum Induktor gerichtet war. Beim Heben und Senken des Detektors 
wurde die Wurzelspitze von der induzierten Seite gedriickt und streckte 
sich, und wahrscheinlich vermehrten sich dadurch auf dieser Neite die 
Mitosen. 

DaB Streckung und Druck des oberen Wurzelteiles (am Rande 
des trichterférmigen Réhrchens) bei den  Versuchen von Gurwitsch 
stattfanden, sieht man aus der Photographie des Fundamentalversuchs 


1 Diese Zeitschr. 241, 1, 1931. 


Biochemische Zeitschrift Band 243. 
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(siehe Gurwitsch, 1929, 8. 1419). Wie Abb. 6 zeigt. ist die Kriimmung 
wirklich so orientiert, daB die Wurzel mit der konkaven Seite zum 
Induktor gerichtet ist und im oberen Teile den scharfen Trichterrand 
berihrt (und beim Heben und Senken des Detektors gedriickt und 
gestreift wird). 

Kine Kombination einiger Nebenfaktoren, die den Versuch be- 
gleiten (Druck und Reibung der Wurzel am scharfen Rande des oberen 
Roéhrchens, Druck auf die Wurzel von seiten des Randes des unteren 








Abb. 6. 
Fundamentalversuch nach Gurivitschs Photographie. 


Réhrehens, Streckung usw.), konnte auch zu einer Abwechslung von 
+- und —-Effekten fiihren, da aber in Gurwitschs Laboratorium nur 
einige Mittelschnitte gezahlt wurden, und das Interesse nur den 
--Effekten galt, konnten die —-Effekte unbemerkt bleiben. 

Wurde aber ein weniger wichtiger Versuch gemacht, so wurde 
héchstwahrscheinlich das Material nicht so sorgfaltig ausgesucht und 
die Zentrierung nicht so sorgfaltig gepriift (vielleicht wurde sie wahrend 
des ganzen Versuchs tiberhaupt nicht gepriift) und der erwartete Effekt 
konnte dann ausbleiben. 
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Diese Folgerung wird auf das Beste auch von meinen Daten be- 
statigt. Bei der Durchsicht z. B. der Protokolle der ersten Versuchis- 
serie von 1928 29 erweist es sich, daB fiir die induzierten Wurzeln 
vorziigliches Material ausgesucht wurde, es wurde darauf geachtet, 
daB die Wurzel in den Apparat so eingefiihrt wurde, daB man sie am 
Ende des Versuchs sehr genau und richtig schneiden konnte, die 
Zentrierung wurde sehr oft (zuweilen jede 10 Minuten) gepriift, wobei 
jede Priifung elektrisch beleuchtet wurde, da die Versuche bei triibem 
Wetter stattfanden. Aus der Tabelle VII sieht man, da vorziigliche 
positive Daten entstanden. Beziiglich der Kontrollwurzeln dieser 
Serie kann man sagen, da8 sie, einerlei mit welcher Seite, in den Apparat 
eingestellt wurden und ohne Hebung, Senkung und Beleuchtung im 
Apparat bis zum Ende des Versuchs stecken blieben (in) manchen 
Fallen dauerte auch der Versuch linger als gewoéhnlich). Bei allet 
Kontrollwurzeln wurde eine Symmetrie beobachtet (siehe Tabelle VII). 
Die induzierten und die Kontrollwurzeln der siebenten Serie von 1929 30 
unterscheiden sich sehr voneinander [aber in der entgegengesetzten 
tichtung (siehe Tabelle V)]. Wir wissen aber, da dort die Kontroll- 
wurzeln absichtlich sich von den induzierten Wurzeln durch die An- 
wesenheit einer Kriimmung im mittleren und oberen Teile unter- 


schieden. 
In den Serien dagegen, wo zwischen den induzierten und den 


Kontrollwurzeln kein Unterschied bestand, weder in der Auswahl des 
Materials, noch in der Aufstellung des Versuchs, noch in dessen 
Durchfithrung, war auch in den Ergebnissen kein Unterschied zu 
beobachten. 

V. 

Alles Gesagte klirt uns dariiber auf, warum alle Forscher, die 
annihernd dieselbe Methodik benutzten, verschiedene Resultate er- 
hielten. Bei der Analyse der Methode von Rossmann und Reiter und 
Gabor z. B. sehen wir, daB diese Autoren, trotz der Anderung der 
Methodik von Gurwitsch, in ihren Apparaten die Réhrchen fiir den 
Detektor behielten. Darum blieben vermutlich auch alle oben be- 
schriebenen Méglichkeiten zur Stérung der Symmetrie der Mitosen- 
verteilung bestehen. 

Beim ,,Verbessern der Methodik von Gurwitsch aber fiihrten 
genannte Autoren noch andere Faktoren ein, welche zweifellos auf die 
Verteilung der Mitosen EinfluB haben mubten. So machte z. B. Ross- 
mann vor dem Versuch auf dem Detektor ein Tuschzeichen (Rossmann, 
1928, 8. 353). Ich habe versucht, einige Kontrollversuche mit solchen 
Zeichen aufzustellen. Auf eine gerade und symmetrische Wurzel- 
spitze (von einer eben aus dem Wasser genommenen Zwiebel), welche 
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vorsichtig mit Filtrierpapier abgetrocknet wurde, wurde iiber der 
meristematischen Zone ein kleines Zeichen aus Tusche (nach Rossmanns 
Rezept vorbereitet) aufgetragen. Nach dem Trocknen der Tusche 
wurde ein Teil der Zwiebeln mit solchen Wurzeln in einen Apparat 
eingestellt, welcher der Konstruktion nach an Rossmanns Apparat 
erinnerte, der andere Teil der Zwiebeln wurde wieder in die Wasser- 
gliser gelegt. Es erwies sich, daB selbst bei jenen Wurzeln, welche 
in das Wasserglas zuriickgelegt wurden, nach 2 bis 3 Stunden nach 
Auftragen des Zeichens eine recht starke Asymmetrie beobachtet 
wurde (siehe Diagramm 13). 

Reiter und Gabor fiihrten bekanntlich alle ihre Versuche mit ab- 
geschnittenen Wurzeln durch, die, nach ihren Zeichnungen zu urteilen, 
nicht langer warenals 2cm. Ohne ihre Arbeit und die dabei ange wandte 
Methodik weiter zu kritisieren, erlaube ich mir, einige Worte aus ihrer 
Arbeit anzufiihren, die sowohl die Methedik, wie auch das Verhalten 
der Forscher zum Versuchsmaterial charakterisieren: ,,Abgetrennte 
Zwiebelwurzeln wurden vorsichtig mit Hilfe von etwas Kanadabalsam 
oder Klebwachs in die Rillen eingeklebt, wobei Sorge getragen werden 
mubte, daB die Befeuchtung nicht verhindert wird, oder aber sie wurden 
einfach in die Rillen gelegt, wobei sich die Spitze der Wurzel gegen 
einen Anschlag legte, d.h. die Wurzel wurde einfach auf die Spitze 
gestellt, wobei die Rille sie am Ausbiegen verhinderte‘ (Kursiv von 
mir) (Reiter und Gabor, 1928, S. 46). 

Es ist nicht zu verwundern, daB der Botaniker Metzner beim 
Referieren dieser Arbeit den Wunsch duBerte, da dieses Problem 
,,noch einmal von botanischer Seite bearbeitet wird**!. 

Augenscheinlich ist die Asymmetrie in der Verteilung der Mitosen 
bei der Zwiebelwurzel auch bei anderen Autoren, die bei Versuchen 
Roéhrehen benutzten (Magrou, Siebert, Schwarz, Loos), nur das Resultat 
einer Reihe von Nebenfaktoren, welche die Versuche begleiteten. 

Wie sind aber die positiven Resultate von Wagner zu erklaren, 
der bei der Priifung des klassischen Versuchs von Gurwitsch die Detek- 
toren nicht in Réhrchen einfihrte ? 

Auf Grund seiner Daten kommt Wagner zum SchluB, dab die 
Induktion nur bei langen Wurzeln (mit geringer Mitosenzahl) eine 
Vermehrung der Mitosen hervorruft, was aber die kurzen Wurzeln 
(mit groBer Mitosenzahl) betrifft, so 14Bt sich bei ihnen eine Induktion 
im Sinne Gurwitschs nicht beobachten. Wagner bemerkt unter anderem, 
daB bei der Aufstellung des Versuchs (ohne Réhrchen) die gegenseitige 
Lage der Versuchswurzeln sehr schwer zu priifen war: ,,Je langer die 
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Wurzeln, desto schwieriger war in dieser Hinsicht die Arbeit’ (Wagner, 
1928, S. 86), desto haufiger und linger muBte also die Lage der Wurzeln 
geprift werden, desto haiufiger und langer mubte der Detektor beleuchtet 
werden. Und wenn wir Aarstens Daten betrachten, der bei der Unter- 
suchung des Einflusses des Lichtes auf die Mitosenverteilung in den 
Stengeln von Zea und Pisum den SchluB zog, daB das Licht die Mitosen- 
bildung hemmt, so kommt von selbst der Gedanke, dab der +-Effekt 
Wagners vielleicht nur die Folge einer ungleichmaBigen Beleuchtung 
ist, jener Beleuchtung, die den Detektor bei der Aufstellung des Versuchs 
und bei der weiteren Priifung der gegenseitigen Lage der Versuchs- 
wurzeln beeinfluBt. 

Aus meinen Versuchen ging hervor, daB haufig unter dem Einflub 
der Beleuchtung eine deutliche Asymmetrie des Detektorendes auftrat, 
welche man als sehr schwache phototropische Kriimmung betrachten 
konnte, und daB das Driicken und Strecken eines solchen asyimetrischen 
Endchens eine Vermehrung der Mitosen auf der in Wirklichkeit ver- 
dunkelten Seite hervorrief. Es ist aber vollkommen méglich, dab das 
Licht die Mitosen auch unmittelbar beeinfluBt (ich hoffe auf diese Frage 
in nachster Zeit zuriickzukommen). Ebenso méglich ist auch det 
KinfluB von etwaigen anderen, den Versuch begleitenden Faktoren, 
die ich bis jetzt noch nicht erwahnte (z. B. eine geotropisch richtige 
Einstellung der Wurzel, welche nach Gurwitsch [19380, S. 1412] ,,fiir 
die svmmetrische Verteilung der Mitosen eher forderlich sein kénnte“). 


VI. 
Aus allem oben Gesagten geht, meiner Meinung nach, hervor 
daB der —-Effekt von Gurwitsch bei den Versuchen mit Zwiebelwurzeln 
nicht das Resultat einer Induktion ist, sondern die Folge der An- 
stellung des Versuchs nach einem bestimmten empirisch entstandenen 
Plan, bei dem ein gliickliches Zusammentreffen einiger Faktoren auf- 
tritt, welche in einer Richtung wirken (VergréBerung der Mitosenzahl 
auf der zum Induktionsréhrchen gerichteten Seite der Wurzel). 
GewiB hangen die Resultate in bedeutendem MaBe von der 
Apparatur, von der Qualitét des Materials, von den Beleuchtungs- 
bedingungen, und schlieBlich von der Erfahrung, Aufmerksamkeit und 
Sorgfalt des Experimentators ab, mit anderen Worten: ein und dieselben 
Versuche, die von demselben Experimentator ausgefiihrt wurden, jedoch 
zu verschiedener Zeit und mit verschiedenen Apparaten (oder mit 
denselben Apparaten und zur selben Zeit, aber von verschiedenen 
Experimentatoren) konnten zu ganz verschiedenen Ergebnissen fihren. 
Diese Tatsache konnte man aber in jenen Laboratorien nicht nach- 
priifen, in welchen die Schliisse auf Grund einer sehr beschrankten Anzahl 
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ron Versuchen (ein bis zwei, selten drei) gezogen wurden, und wo dic 
Versuche ohne jegliche Kontrolle im wahren Sinne des Wortes (d. h. ohne 
solche Kontrollversuche, welche sich unter ganz gleichen Bedingungen 
vom Experiment nur durch das Fehlen einer Induktion unterschieden) 
durchgefiihrt wurden. 


Die Nichtbestatigung des klassischen Versuchs von Gurwitsch 
laBbt die Frage tiber die mitogenetische Induktion véllig offen. In 
keinem Falle darf von einem Fehlen einer Induktion auf Entfernung 
die Rede sein. 


Meine Daten unterstreichen es nur, mit welcher Vorsicht dieses 
wichtige, schwere und vielleicht sehr verwickelte Problem hehandelt 
sein will, und mahnen zu einem kritischeren und iiberlegteren Ver- 
halten sowohl zu der Methodik, wie auch zu den SchluBfolgerungen und 
allen theoretischen Voraussetzungen. 


Die Arbeiten zur Priifung des klassischen Versuchs von Gurwitsch 
wurden 1926 begonnen, und fast ohne Unterbrechung bis jetzt weiter- 
gefiihrt. Auf Grund eines groBen statistischen Materials (iiber 300 Ver- 
suche) kénnen folgende Schliisse gezogen werden: 

1. Werden Zwiebelwurzeln sofort nach dem ersten Herausnehmen 
aus dem Wasser fixiert, so weisen sie bei 4uBerer Symmetrie auch eine 
Symmetrie in der Verteilung der Mitosen auf. 

2. Die Stérung der Symmetrie in der Mitosenverteilung tritt 
unter dem EinfluB auBerer Faktoren auf, die mit dem Versuch einher- 
gehen (Reibung und Druck der meristematischen Zone, Druck und 
Streckung des oberen Wurzelteiles, vielleicht ungleichmabige Be- 
leuchtung usw.). 

3. Ein Unterschied zwischen induzierten und Kontrollwurzeln 
wird bei vollkommener Gleichheit aller Versuchsbedingungen, die 
Induktion ausgenommen, weder in der Verteilung der Mitosen tiber- 
haupt, noch in der Intensitaét der +- und —-Effekte im Speziellen 
beobachtet. 

4. Bei sehr vorsichtiger Durchfiihrung des Versuchs, wenn die 


induzierte Seite weder einer Streifung, noch einem Druck, noch einer 


Streckung ausgesetzt wird, behalten die induzierten Wurzeln (wie 
auch die Kontrollwurzeln bei denselben Bedingungen) eine mehr oder 
weniger volle Symmetrie bei. 

5. Auf Grund der letzten zwei Punkte kann man es als bewiesen 
betrachten, da eine Induktion im Sinne von Gurwitsch zwischen 
Zwiebelwurzeln nicht existiert. 


6. Alle Folgerungen iiber die mitogenetische Strahlung, die auf 
Grund der Untersuchung der Zwiebelwurzel, als Detektor, gemacht 
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wurden, miissen, gleichgiltig, aus welchem Laboratorium sie stammen, 
nachgepriift werden, da es selbst bei einem Vorhandensein einer mito- 
genetischen Induktion nicht bekannt ist, in welchem Falle der ~ -Effekt 
infolge der mitogenetischen Induktion entstand und in welchem Falle 
er nur die Folge jener Manipulationen war, welche jede Durchfiihrung 
eines Versuchs begleiteten. 
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Uber die Verteilung des Jods im Getreidekorn. 


Von 


k. Glimm und St. Halasa. 


(Aus dem Institut fiir Nahrungsmittelehemie und _ landwirtschaftliche 
Gewerbe der Technischen Hochschule zu Danzig-Langfuhr.) 


(Eingegangen am 30, September 1931.) 


Wir haben nach der in diesem Laboratorium ausgearbeiteten 
Modifikation (1) der Wileke-Dérfurt- Pfeifferschen (2) Jodbestimmungs- 
methode eine Reihe von Cerealien auf ihren Gesamtjodgehalt untersucht 
und die prozentuale Verteilung des Jods innerhalb des Kornes fest- 
gestellt. 

Zur Methodik selbst sei hinzugefiigt, da eine nennenswerte 
Schwierigkeit beim AufschluB nicht eintrat. Eine besondere Sorgfalt 
erfordert die Zugabe des 30° igen Wasserstoffsuperoxyds zu der mit 
konzentrierter Schwefelsaure durchtrankten organischen Masse. Das 
ZuflieBen erfolgt in kleinen Anteilen und stets erst dann, wenn die 
Reaktion des vorangehenden Anteiles abgeklungen ist. Auch ist darauf 
zu achten, daB das Wasserstoffsuperoxyd nicht schwacher als 30°, 
ist; der AufschluB ist sonst kein vollkommener. 

Nach Abstellung des Luftstromes soll die Gasentwicklung so 
langsam erfolgen, da die Blasen in zahlbarem Tempo in die Wasch- 
flasche eintreten und hier méglichst restlos absorbiert werden. Eine 
Reihe von Kontrollversuchen, auf die spater noch naher einzugehen 
ist, hat uns von der Zuverlissigkeit dieser Methode erneut tiberzeugt. 

Uber die Verteilung des Jods im Korn liegen Angaben bislang 
nicht vor. Ein naherer Einblick in die Jodverteilung innerhalb des 
Kornes kénnte aber einen gewissen AufschluB tiber die Bedeutung 
des Jods fiir die Biologie der Pflanze, insbesondere fiir den Samen 
verschaffen. Diese Frage ist ja noch véllig ungeklart. von Wrangell (3) 
schaltete bei der Aufzucht einer Reihe Roggenpflanzen jede Jod- 
zufuhr sorgfaltig aus; auch die Luft, in der die Pflanzchen wuchsen. 
war jodfrei. Eine Stérung in der Entwicklung der Pflanzen konnte 
nicht beobachtet werden. Es erscheint nach diesen Versuchen von 
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Wrangell zweifellsfrei erwiesen, dal} die Pflanzen mit der geringen 
Jodmenge, die sie vom Korn her mitbekommen, ausreifen und sich 
vollig normal entwickeln kénnen. 

Die von uns untersuchten Getreidearten stammten aus sehr ver- 
schiedenen Gegenden mit stark schwankender Bodenbeschaffenheit. 
Die GréBenordnung des Jodgehalts ist trotzdem in allen Fallen dieselbe. 
Es scheint, als wenn das Roggenkorn pro Kilogramm durchschnittlich 
mehr Jod enthalt als die auf benachbarten Feldern gewachsenen anderen 
Getreidearten. 


Tabelle J. 





Roggen Weizen Gerste Hafer | Mais 


Nr. Ortschaft = — aS 
y Jod in 1000 g 

1 Opalenica (Posen). . . ... . 85,0 81,6 

2 Jarocin (Posen). ....... 913 84,7 80,0 86,7 

3 Kulmsee . aed a ee - 70.6 89,3. 66,7 

4 Tragheim (Danzig. Werder) . . 100.0 65,3 62.0 73,8 

5 Zankenzien (Danzig. HOhe). . . 66,5 54,4 63.3 60.0 

6 Krzywe (Ostgalizien) .. . . . | 1240 82,0 1013 80,0 66,7 


Der Jodgehalt des Roggens schwankte also von 124,0 bis 66,5 y, 
der der Gerste lag zwischen 101,3 und 62,0 y, der des Hafers zwischen 
86,7 und 60,0 y, und der des Weizens zwischen 84,7 und 54,4 y. 

Eine zweite Reihe von Untersuchungen betraf die Verteilung des 
Jods innerhalb des Getreidekornes. Die Korner wurden in drei Teile 
zerschnitten, und zwar in den Keimlingsanteil, in das Mittelkornstiick 
und in das Spitzenstiick. Das Zerschneiden erfolgte svets so, daB sich 
vom Gesamtkorn etwa 10°, auf das Spitzenstiick, 20°, auf den Keim- 
lingsteil und 70°, im Gewicht auf das Mittelstiick verteilten. Es wurde 
dann in 15 g des betreffenden Anteils das Jod bestimmt und der Jod- 
gehalt auf 100 g Substanz berechnet. 


Die Ergebnisse sind in den nachstehenden Tabellen Il bis V_ in 
zweifacher Richtung geordnet worden. Die Tabellen geben die Kon- 


Tabelle 11. 





Roggen. 

Spitzen Keimling Mittelstiick 

Nr. Ortschaft Lesnieanamet puaiee nites sam 5 
y Jod in 100g 

1 a ae 31.2 12,3 7,1 
2 Jarocin . . “4G 16,5 94 8,3 
3 Tragheim . . F 30,8 11,5 9,2 
4 Zankenzien . . 11,3 7,1 3,3 
5 Krzywe . 87 











90 E. Glimm u. St. Halasa: 


zentration des Jods in den drei Abschnitten des Kornes, ausgedriickt 


in y Jod in 100 g. 


Um die Genauigkeit unseres Arbeitens naher zu kontrollieren, 
wurde eine abgewogene Getreidemenge, deren Jodgehalt aus den in 
Tabelle 1 wiedergegebenen Versuchen bekannt war, in der tiblichen 
Weise in drei Teile zerschnitten und der Jodgehalt jedes dieser Teile 
ermittelt. Die Summe der drei so erhaltenen Werte stimmte immer 
befriedigend und haufig sogar ausgezeichnet mit dem Errechneten 
iiberein. 

53.98 g Roggen Jarocin wurden zerschnitten; es entfielen 


auf das Mittelstiick .. . . 37,7 g, darin gefunden 3,1 y Jod 


die Spitzen ...... 6,08g,  ,, a LOy »» 
das Keimlingsstiick. . . 10,60g, ,, es 1Oy +» 
53,98 g 5,1 y Jod 


Nach Tabelle I werden fiir 53,98 g Roggen Jarocin ein Jodgehalt von 
4.9 y Jod errechnet. 


Roggen Zankenzien. 
Mittelstiick . . . . . . 34,90g, darin gefunden 1,2 y» Jod 


CEE i se ee a ~ 0,62y ,, 
Keimlingsstiick ... . 10,6 g,,, és 0,75 y ,, 
50,99 g 2,57 » Jod 


Nach Tabelle I sind in 50,99 g Roggen Zankenzien 3,2 y Jod enthalten. 





Roggen Kriywe. 


Mittelstiick . .. . . . 35,71 g, darin gefunden 3,09 y Jod 
RM i st Gre RRR és 17s¥Y 9 
Keimlingsstiick ... . 100 g, ,, = LO -¥. is 

52,1l g 6,69 y Jod 


Nach Tabelle I sind in 52,11 g Roggen Krzywe 6,46 y Jod enthalten. 


Tabelle III. 








Weizen. 

ae Ps Spitzen ae ee Keimling Mittelstiick a 
Nr. Ortschaft RES RE Eis cans 

y Jod in 100 ¢ 

1 PS a ede at Siw 19,5 9.6 45 
2 Kulmsee. ........ 12,3 7.3 3,7 
3 Tragheim ........ 30,0 11,3 7,1 
4 Zankenzien ....... 13,8 7,2 41 
5 Pe es se ow ee 28,5 10,4 4,7 
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Kontrollversuche. 
Weizen Jarocin. 


47,86 g Weizen Jarocin wurden zerschnitten; es entfielen auf 


Mittelstiick 31,5 g, darin gefunden 1,42 » Jod 

Spitzen . 4,61 g, 0,90 > 

Keimlingsstiick Jee, « = 1,12 y 
47.86 ¢ 3.44 y Jod 


Nach Tabelle I sind in 47,86 g Weizen Jarocin 4.00 » Jod enthalten. 


Weizen Kulmsee. 


Mittelstiick 30,6 g, darin gefunden 2,22 » Jod 

Spitzen.... 4,7 g. 0,56 » 

Keimlingsstiick 11,1 g, O80 + 
46,4 ¢ 3.58 » Jod 


Nach Tabelle I sind in 46,4 g Weizen Kulmsee 3.58 y Jod enthalten. 


Weizen Zankenzien. 


Mittelstiick 3l,lg, darin gefunden 1,28 y Jod 

Spitzen .... 4,5 ¢. 0,62 7 

Keimlingsstiick 10,4 g, 0,75 y 
46.0 g 2.65 » Jod 


Nach Tabelle I sind in 46,0 g Weizen Zankenzien 2.45 y Jod enthalten 


‘ 


Weizen Krzywe. 


Mittelsttick 29,4 g, darin gefunden 1,37 Jod 

Spitzen.... 5.5 g. i éi 1,57 

Keimlingsstiick 10,0 g, 1.04 4 
44.9 ¢ 3.98 » Jod 


Nach Tabelle I sind in 44,9g Weizen Krzywe 3,68 y Jod enthalten. 


Tabelle 1V. 





Gerste. 
Spitzen Keimling Mittelstiick 
Nr. Ortschaft —— 
7 Jod in 100g 

1 Jarocin 21,6 10,8 5,3 
2 Kulmsee . 13,8 7,3 7,5 
3 Tragheim 13,8 6,7 83 
4 Zankenzien 19,2 4.2 9,9 
Krzywe . 13,9 13,0 7,8 
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Gerste Jarocin. 


40.8 ¢ Gerste Jarocin wurden zerschnitten; es entfielen aut: 


Mittelstiick . . . . . . 24.6g, darin gefunden 1,31 y Jod 

Spitzen . . . ; <> © ee 5 re ll y 

Keimlingsstitic ke + 2 ee eS es 3 12» 
40.8 2 3,01 » Jod 


Nach Tabelle [ sind fiir 40,8 g Gerste Jarocin 3,26 y Jod zu berechnen. 


Gerste Kulmsee. 


Mittelstiick . . . . . . 21,8g, darin gefunden 1,62 y Jod 

Spitzen . . ee ee a 0,62 y 

Keimlingsstiick. ae lle re 0,75 y 
36,6 g 2.99 » Jod 


Nach Tabelle I sind fiir 36,6 g Gerste Kulmsee 3.27 y Jod zu berechnen. 


Gerste Zankenzien. 





Mittelstiick . . . . . . 30,7 g, darin gefunden 1,53 7 Jod 
Spitzen . . . os a oe ee es ne 1,00 » 
Keimlingsstiic k . & us eRe. ., ea 0.50 
47,90 g 3,03 y» Jod 
Nach Tabelle I sind fiir 47,9 g¢ Gerste Zankenzien 2.99 » Jod zu be- 
rechnen. 


Gerste Krzywe. 
Mittelstiick . . . . . . 184g, darin gefunden 1,43 y Jod 


ec kt fs 0,75 y 
Keimlingssttick . ... %2g... a Lzey » 
33,0 g 3,38 » Jod 


Nach Tabelle I sind fiir 33,0 g Gerste Krzvwe 3.42 y Jod zu berechnen. 


Tabelle V. 











Hater. 
Spitzen Keimling Mittelstiick 
Nr. Ortschaft apical a Ee: SEES TS 
i Jod in 100 g 
| ee 19,9 12.9 6,2 
2 MP wn 18,9 9,6 5,2 
3 OS earn Seer 23,0 14,4 7.3 


Hafer Jarocin. 


Mittelstiick . . . . . . 17,8 g, mit 1,1 y Jod 
Spitzen. . . oss s BE os O6T-p “x 
Keimlingsstiic kk tee « Dee » CX... 


27,72 g, mit 2,62 y Jod 


Nach Tabelle I sind fiir 27,72 g Hafer Jarocin 2,4 7 Jod zu berechnen. 
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Hafer Tragheim. 


Mittelstiick . . . . . . 20.6 g, mit 1.08 y Jod 
Spitzen OE ae tee S34 » tee y 
Keimlingsstiick . . . 9.0 g, 0,86 » 


35.30 g. mit 3,02 y Jod 

Nach Tabelle I sind fiir 35.30g Hafer Tragheim 3.02 7 Jod zu be- 
rechnen. 

Durchgangig ist also die Konzentration des Jods im Spitzenteil 
am gr6Bten, erst dann folgt der Keimlingsteil. Dieser Befund ist viel- 
leicht fiir die Erkenntnis der Bedeutung des Jods fiir die Biologie des 
Keimens von Wichtigkeit. Nicht derjenige Teil des Kornes enthalt 
am meisten Jod, in dem die Lebensvorginge bei der Keimung sich 
mit besonderer Intensitat entfalten, sondern Teile, die fiir diesen Vorgang 
erst von sekundarer Bedeutung sind. Entweder diirfte also dem Jod 
eine bevorzugte Stellung fiir die Ingangsetzung oder Erhaltung des 
Keimvorganges nicht zukommen oder aber, und dies erscheint die 
wahrscheinlichere Folgerung, ist neben dem biologischen aktiven Jod 
eine sehr erhebliche Menge fiir biologische Zwecke nicht unmittelbar 
benétigten Jods vorhanden, das im Reserveteil des Keimes gestapelt 
wird (4). 

Wo bleibt das Jod im keimenden Samen? Wir haben zur Ent- 
scheidung dieser Frage gewogene Mengen Getreide auf Filtrierpapier 
in einem Raume, der vor Jod gut geschiitzt war, keimen lassen, und 
haben in der Trockensubstanz von Samenschlaube, Blatt und Wurzel 
das Jod bestimmt. 

In der Tabelle VI geben wir die Resultate von vier auf diesem 
Wege durchgefiihrten Versuchen wieder. 

Eindeutige Schliisse lassen sich aus den vorliegenden Daten nicht 
ziehen. Die Verteilung des Jods ist bei den einzelnen Getreidearten 
und selbst bei derselben Pflanzenart an verschiedenen Standorten 
durchaus wechselnd. In das Blatt gehen 6 bis 47° 
handenen Jods hinein. Man hat auch hier die Empfindung, dab der 


des im Samen vor- 


0 


Tabelle V1. 





Nr. || Getreideart Ort Blatt Wurzel Kornschlauben 

ras. Tose , { 740¢ 4.40¢ 5Alleg | 779Stek. 
1 || Weizen § Tragheim || 0.88» Jod | 0,72yJod | 1,307 Jod || Korner 
9 ras. . | 6.75 ¢ 3,159 442 ¢ | 522Stek. 
3 || Weisea Jarocin || 4.16 y Jod | 345yJod |2,16yJod || Korner 
P , . | 6,70 ¢ 4,30 9 4.90 ¢ | 727 Steck. 
3 Roggen fragheim 2,0 yJod 149yJod 095 yJod | Korner 

ico Tartancien {| DVIG 5,99 ¢ 5,60¢ | 623 Stck. 
4 Gerste Zankenzien 1) 1,04 Jod  7.08yJed | 7.0037 Jod | Korner 
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Hauptteil des Jods nicht fiir biogene Zwecke benétigt, sondern 
als Ballaststoff abgelagert wird, wie es zufallige Umstainde mit sich 
bringen. Dieser Gedankengang findet sich auch bei den folgenden 
Untersuchungen tiber die Verteilung des Jods in der ganzen Pflanze 
bestatigt. 

Aus den vorstehenden Daten der Tabelle VI sind die Angaben 
der Tabelle VII, aus denen der Jodgehalt von 100 g Substanz ersichtlich 
ist, errechnet worden. Tabelle VII gibt weiter Kinblick, wie sich 100 y 
Jod iiber die drei Teile der gekeimten Pflanze verteilen. 


Tabelle VII. 
y Jod in 100g Substanz (a). 
Von 100yJod sind vorhanden (b). 





Nr. Getreideart Ort Blatt Wurzel Kornschlauben 
\ | 
1 | a) Weizen Tragheim 11,9 | 16,4 25,5 
. 30,0 24.0 44,9 
a a: Jarocin 61,6 109.5 48,9 
by. « 42.7 35,3 22,1 
3 a) Roggen Tragheim 29,9 34,5 19,3 
b) 2 45,0 33,5 21,4 
4 a) Gerste Zankenzien 18.4 135,2 125,90 
a 6,8 46,9 46.4 


Eine weitere Versuchsreihe betraf die Bestimmung des Jods in 
der ganzen Pflanze und seine Verteilung auf Halm, Wurzel, Ahre und 
Korn. Die Bestimmungen werden stets in der Trockensubstanz aus- 
gefiihrt, alle Werte beziehen sich also auf diese. Die Wurzel ist absolut 
am jodreichsten, am geringsten ist die Jodkonzentration im Korn. 
Es entfielen auf das Korn héchstens 33°, der gesamten vorhandenen 
Jodmenge, im reifen Weizen nur 8° des vorhandenen Jods. Auch hier 
sind gesetzmaBige Beziehungen iiber die Verteilung des Jods im Pflanzen- 
organismus nicht aufzustellen. 


Untersuchungen von (etreidepflanzen. 


Tabelle VIII. 





Nr. Getreideart Ort Halm Wurzel Ahre Korn 

1 Roggen (reif) .. . 17,00 ¢ 3,50 ¢ 5,40 ¢ 15,00 g 
mw § 210yJod 2,0 yJod 2.5 yJod 1,22 yJod 

2  Sommerweizen (reif) = (140 ¢ 4,60 ¢ 7,70 ¢ 13,10 g 
x 416 yJod 312 yJod 4,17 yJod 1,07 yJod 

3 Gerste (unreif) . 3 12,0 g 210 ¢ 4,00 ¢ 15,00 ¢ 
= 4,16 yJod 4,0 yJod 3,42 yJod 3,02 yJod 

4  Hafer (unreif) . S |141 ¢g 3,30 ¢ 13,90 ¢ 
3,54 y Jod 2,45 y Jod 3,2 yJod 
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Tabelle 1X. 
y Jod in 100g Substanz (a). 











Von 100y Jod sind vorhanden (b). 
Nr. Getreideart Ort Halm Wurzel \hre Korn 
1 a) Roggen (reif) . . Oliva-Danzig 12.4 57,1 46,3 8,1 
b) ‘ mt Se o 26.8 25.9 31,9 15.5 
2 a) Weizen (reif) . . m 29,7 67,8 54,2 8,2 
b) ” . ; 33,3 24.4 33,3 8,3 
3 a) Gerste (unreif). 34,7 190.5 85,5 20,8 
- « . 28,4 27.4 23.4 20,7 
4 a) Hafer (unreif). 25.1 74,2 23,0 
» . J 38.5 26.6 34,7 


Untersuchungen von Gerste und den daraus hergestellten Malzproben 
vom Pilsener Typ. 


Tabelle X. 





yJod in 1 kg Substanz 


0 a nae ae mere 160,0 
Malz nach Pilsener Art . . 66.6 
Gerstenprobe Nr.1 ..... 120,0 
ae ee eer 86,6 
Gerstenprobe Nr.2 .... . 106,6 
SS ce ee 80,0 
Gerstenprobe Nr.3 . 2. 2. . 154.4 
Oe ee er ae 133,3 
Zusammensetzung der Gersten und Malze. 





Tabelle XI. 


Zusammensetzung der Gersten und Malze. 





Eiweif 1000 Jod- 

Wasser- | Trocken- Eiweif- in 1000 Korn Jod- gehalt 
Bezeichnung = gehalt substanz gehalt Trocken- _Korn Gewicht  gehalt ro lkg 
substanz Gewicht Trocken-| pro 1 kg Trocken- 
substanz substanz 


Gerste Nr.1 . 11,50 88,50 


8,31 9,39 486 544 120,08 135,5 
Malz Nr. 1 10,18 89,82 9,25 | 10,29 37,8 42.8 86,6 96,4 
Gerste Nr.2 | 11,71 88,29 8,75 9.91 49,1 55,6 106.6 120,5 
Malz Nr. 2 10,07 | 89,93 9.50 | 10,56 37,9 42,1 80,0 88,9 
Gerste Nr.3 12,34 87,66 9,75 | 11,12 38,0 43,3 154,4 176,1 
Malz Nr. 3 7,66 92,34 10,68 | 11,57 37,2 40,2 | 133,3 144,2 
Gerste A 11,76 88,24 11,06 | 12,53 43,4 49.1  160,0 181,3 


Malz nach 

PilsenerArt) 9,36 | 90,64 912 10,96 38,0 41,9 66,6 73,3 
Tabelle XI bringt eine Zusammenstellung einer Reihe von Gersten- 

und Malzuntersuchungen, die ausgefiihrt wurden, um zu ermitteln, 

wie der Jodgehalt der Gerste durch den MalzprozeB verandert wird. 
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Ks wurde zu dem Zwecke Gerste und das aus der Gerste hergestellte 
Malz, das uns von einer Malzerei freundlichst tiberlassen worden war, 
auf Jod in der tiblichen Weise analysiert. 

Die Werte zeigen deutlich, daB der Jodgehalt durch den Malz- 
prozeB abnimmt. Ein Teil des Jods mag durch die Wurzelkeime ent- 
fernt werden, ein anderer Teil durch den Keimungs- und DarrprozeB 
fliichtig werden. 





100 Kirner Getreide bzw. Malz enthalten Jod: Jodverlust 
Gerste zu Pilsener Malz 0,708 Met as 0,25 » 0,458 y 
Gerste Nr. 1... .. 0,612 eae. ; 0,33 0,282 
Gerste Nr. 2. is 0,533 eae ee 0,31 0,223 
Gerste Nr.3. .... 0,580 ag 0,48 0,100 
Zusammenfassung. 


In einer Reihe von Cerealien wurde der Jodgehalt im Samen und 
in der ganzen Pflanze bestimmt. Die Jodverteilung innerhalb des 
Getreidekornes ist sehr ungleichmaBig. Die Jodkonzentration in den 
Spitzen ist am héchsten, die Jodkonzentration im Mittelstiick am 
niedrigsten. Der Jodgehalt des Keimlings liegt zwischen diesen beiden 
Werten. 

In der ganzen Pflanze verteilt sich das Jod, absolut genommen, 
ziemlich gleichmaBig iiber Halm, Wurzel und Ahre. Die Wurzel ist 
relativ am jodreichsten. Das Korn ist absolut relativ am jodarmsten. 
Die Tatsache, daB die Teile der Pflanze, die zum Absterben verurteilt 
sind, am meisten Jod enthalten, wahrend das zur Fortpflanzung be- 
stimmte Korn am jodarmsten ist, laBt ebenso wie die relative Jodarmut 
des Keimlings den SchluB zu, daB bei allen untersuchten, unter den 
verschiedensten Bodenverhaltnissen gewachsenen Cerealien Jodiiber- 
fluB herrscht. Nur ein geringer Teil des in den Pflanzen aufgefundenen 
Jods hat ,,biogene“ Aufgaben. Man darf die wichtige Folgerung ziehen, 
daB kiinstliche Zufuhr von Jod in den von uns untersuchten Fallen 
unnotig und daB das synthetische, nicht jodhaltige Diingemittel gegen- 
iiber dem natiirlich gewonnenen (Chilesalpeter) eine geringere Wertigkeit 
durch diesen Jodmangel nicht hat. 

Malz ist stets jodarmer als die Gerste, aus der es gewonnen wird. 
Der Jodverlust ist darauf zuriickzufiihren, daB ein Teil beim Keimungs- 
prozeB, ein anderer durch die abfallenden Malzkeime verloren geht. 


Literatur. 


1) BE. Glimm u. Isenbruch, diese Zeitschr. 207, 368, 1929; Isenbruch, 
Dissertation 1929. — 2) Pfeiffer, diese Zeitschr. 201, 299, 1928; 207, 374, 1929. 
— 3) von Wrangell, Umschau 35, 805, 1930. 4) E. Glimm, Probleme der 
Jodforschung; Festschrift ..Fiinfunzwanzig Jahre Technische Hochschule 
Danzig**, 1929. 























Uber das Vorkommen von weiblichem Sexualhormon im Harn. 


Von 
E. Glimm und F. Wadehn. 


(Aus dem Institut fiir Nahrungsmittelchemie und _ landwirtschaftliche 
Gewerbe der Technischen Hochschule zu Danzig-Langfuhr.) 
(Eingegangen am 10. September 1931.) 

Wir hatten vor einiger Zeit (1) Ergebnisse iiber unsere Hormon- 
analysen von Harn verschiedenen Ursprungs mitgeteilt. Die Unter- 
suchung des Hormongehalts von Schwangeren-Harn ergab Werte in 
einer GréBenordnung, wie sie bereits von anderen Untersuchern mehrfach 
beschrieben worden waren. Die bei der hormonalen Untersuchung 
von Kinder- und Mannerharn und von Harn nichtschwangerer Frauen 
erhobenen Befunde lagen aber erheblich tiber dem Erwarteten und 
sind meist ganz wesentlich héher als die Resultate, die Siebke (2) bei 
normalen Frauen an irgendeinem Zeitpunkt des mensuellen Zyklus 
erhalten hat. Nach Siebke schwankt der mazximale Hormongehalt im 
Harn von neun untersuchten gesunden Frauen zwischen 50 und 
150 M. E. Wir fanden im Mannerharn bis 500 Einh. im Liter und bei 
der Frau gelegentlich, allerdings ohne Beachtung des _betreffenden 
Zyklustages, bis zu 1000 Einh. Diese Befunde iiber den Hormongehalt 
des Mannerharns sind in der GréBenordnung in annahernder Uberein- 
stimmung mit Laqueur (3), der ihn bis 200 M. E. pro Liter angibt. 

Die zutreffende Bestimmung des Hormongehalts im Harn ist 
insofern von erheblichem Belang, als die Kenntnis von der Ausscheidung 
des Sexualhormons im Harn einen gewissen RiickschluB auf die physio- 
logischerweise gebildete Hormonmenge zu ziehen gestattet. Der Weg 
iiber die Niere ist jedenfalls der vom Kérper zur Entledigung nicht 
mehr verwendbaren Hormons hauptsiachlich gewahlte Weg. Die Aus- 
scheidung des Hormons im Kot oder Schweif diirfte nach allen bis- 
herigen Befunden recht gering sein (4). 

Die Nachpriifung unserer seinerzeit erhobenen Befunde hat im 
wesentlichen unsere Ergebnisse bestatigt. Wir fanden fast regelmaBig 
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250 bis 300 Einh. im Harn der gesunden nichtschwangeren Frau und 
konnten haufig eine ahnlich grobe Menge im Mannerharn nachweisen. 

Woran liegt die Diskrepanz der von uns mitgeteilten Befunde zu 
denen von Siebke? Der Unterschied kénnte begriindet sein in der 
Verschiedenheit der Gewinnungsmethoden des Hormons aus dem 
Harn und in der Art der biologischen Auswertung. 

Siebke hat den zu untersuchenden kongosauer gemachten Harn mehrere 
Stunden mit Benzol am RiickfluB gekocht und dieses Verfahren mehrfach 
wiederholt. Der Benzolauszug wurde eingeengt und der Riickstand in 
passender Weise in Ol gelést. Die Ollésung wurde kastrierten Mausen 
injiziert. Dazu méchten wir bemerken, daB in friiher durchgefiihrten 
Arbeiten es uns haufig unmdéglich war, auch aus kongosauer gemachtem 
Schwangerenharn durch vielmals wiederholtes Ausschiitteln mit Benzol 
das Feminin restlos aus dem Harn in das Benzol hineinzubekommen. 

Wir gingen bei unserer hormonalen Harnanalyse so vor, dab wir 
die giftigen Stoffe, die ein direktes Einspritzen des Harns in gr6éBeren 
Mengen unmdglich machen, durch Dialyse entfernten. Der Harn 
wurde in Hiilsen von Schleicher & Schiill Nr. 205 einen Tag dialysiert 
und die in der Hiilse befindliche Fliissigkeit auf den dritten oder 
vierten Teil eingeengt. Diese so entstehende, etwas triibe Lésung wurde 
nach dem Schema von Zondek (4) in gleichen Anteilen im Verlauf von 
36 Stunden gespritzt und dann die Abstriche mehrfach am Tage am 
dritten, vierten und fiinften Tage nach Beginn der Injektionen ge- 
nommen. Es war uns klar, daB durch die Dialyse nicht nur die fiir die 
Injektion schadlichen Stoffe entfernt wurden, sondern daB auch stets 
ein gewisser Verlust an Hormon in den Kauf genommen werden 
muBte, da es, wenn auch relativ langsamer, ebenfalls durch die 
Dialysierwand hindurchdringt. Wir waren daher bei Beginn der Ver- 
suche sehr tiberrascht, den nicht abdialysierten Teil des Hormons in 
so unerwartet hoher Konzentration aufzufinden. 

Dieses Dialysierverfahren lieferte uns jedenfalls stets héhere 
Werte, als sie von uns durch Extraktion mit Benzol oder Ather aus Harn 
zu erhalten waren. Der Riickstand vom Atherauszug wurde in diesen 
Versuchen in der von uns bereits friither beschriebenen Weise (5) wasser- 
léslich gemacht und die wiisserige Lésung nach dem Zondek-Schema 
ausgewertet. Bei der von uns benutzten Methode des Wasserlosiich- 
machens entsteht kein nennenswerter Verlust an Hormon. Die so 
erhaltenen Werte lagen ebenfalls etwas héher als die Befunde Siebkes, 
betrugen aber nur einen Bruchteil der nach dem Dialysierverfahren 
erzielten Werte und erreichten nur ausnahmsweise 250 Einh. im Liter. 

Bei der biologischen Auswertung kénnte das von Siebke und uns 
gewahlte Injektionsmedium von Belang sein. Die von uns angewandte 
wisserige Lésung wird jedenfalls schneller resorbiert als Ollésung. 
Es ist nicht unwahrscheinlich, daB durch die schnelle und sicher auch 
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vollstandigere Resorption aus der wasserigen Lésung eine verstarkte 
Wirkung auf Uterus und Vagina eintritt und so diese Art der Aus- 
wertung scheinbar eine héhere Anzahl von M. E. anzeigt. Zondek (6) 
berichtete vor einiger Zeit ber das Vorkommen cines Hemmungs- 
kérpers im Harn schwangerer Stuten. Der an der Ratte auswertbare 
Sexualhormongehalt des Stutenharns erwies sich nach dem Ausithern 
bis zu 40°, héher als vor der Atherbehandlung. Zondek fiihrt diese 
Steigerung des erfabbaren Hormons auf die Entfernung eines Hemmungs- 
kérpers zuriick. Es ware nicht undenkbar, daBb bei der Dialyse des 
Menschenharns ein ahnlicher Effekt eintritt, daB also durch die Dialyse 
ein Stoff aus dem Harn austritt und vom langsam dialysierenden 
Hormon getrennt wird, der auf die Entfaltung der brunsterregenden 
Wirkung des Hormons an der Maus einen hemmenden EinfluB ausiibt. 
Im Stutenharn findet sich nach Zondek (6) das gesamte Hormon in ather- 
unléslicher Form, es geht also beim Ausschiitteln mit Ather nicht in 
diesen tiber. Wir hatten bereits friiher das Vorkommen derart lipoid- 
unléslichen Sexualhormons im menschlichen Harn nachgewiesen, er 
betragt allerdings hier stets nur einen Teil der lipoidléslichen Form 
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Kolloidchemische Unterschiede zwischen Paraglobulinen 
aus normalen und antitoxischen Seren. 


Von 
Paul von Mutzenbecher. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 30. September 1931.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Lange Zeit war der Tierversuch der einzige Weg, antitoxische 
Seren von normalen zu unterscheiden. Zum ersten Male schien die 
Méglichkeit physikalisch-chemischer Unterscheidung durch die Versuche 
Reitstétters' gegeben. 


Reitstétter bestimmte den Koagulationswert (Ko. W.) von Gemischen 
aus Serumparaglobulin und Eisenoxydsol. Durch Zusatz des Paraglobulins 
wurde der Ko. W. des Eisenoxydsols erniedrigt, das Sol war ,,sensibilisiert **. 
(Diese Erscheinung war zuerst von Pauli und Flecker? beobachtet und spater 
von Freundlich und Brossa* eingehend bearbeitet worden.)  Reitstétter 
fand nun, daB Paraglobuline aus antitoxischen Seren (Diphtherie-, Tetanus-., 
Dysentherieserum) den Ko. W. des Eisenoxydsols stdérker erniedrigten als 
Normal-Paraglobuline. Antibakterielle Seren zeigten dagegen den Effekt 
nicht (s. Tabelle 1). 

Die Paraglobulinfraktion wurde nach einem elektrodialytischen Ver- 
fahren hergestellt, das von Graf Schwerin und Ruppel* ausgearbeitet worden 
war. Wie Ruppel® zeigen konnte, sind die Antitoxine fast quantitativ in 
dieser Fraktion enthalten, so daB die Méglichkeit besteht, auf diesem Wege 
die antitoxische Wirkung anzureichern. 


| J. Reitstétter, Zeitschr. f. Immunforsch. 30, 507, 768, 1921. 

2 Wo. Pauli u. L. Flecker, diese Zeitschr. 41, 740, 1912. 

3 H. Freundlich u. A. Brossa, Zeitschr. f. phys. Chem. 89, 306, 1915. 
* Graf Schwerin u. W. Ruppel, D. R.-P. Nr. 355666. 

5 Ruppel, Ornstein, Carl, Lasch, Zeitschr. f. Hygiene 97, 188, 1922. 
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Tabelle I. 
Fallungswerte (in Millimol/Liter) von Serum-EiweiSfraktionen aus normalen 
und Immunseren nach J. Reitstétter. Konzentration des Fe,Q,-Sols 
- 0,48 g/Liter; EiweiBkonzentration 5.6 g/Liter. 





1. 2. 3. 4. 
Eiweifbhydrosol 
Nacl BCl,/2 K,S0, Na-Salizylat 

Albumine aus humanem Blut- 

serum Rass cto Bek A 0,29 0,29 0,007 0,097 
Rinderalbumine. ....... 0,235 0,235 0,097 0,097 
Pferdealbumine........ 0,235 0,235 0,097 0,097 
Diphtheriealbumine .. ... . 0,235 0,235 0,097 0,097 
Paraglobuline aus humanem Blut- 

ne ee ee 4,69 4,69 1,17 1,17 
Rinderparaglobuline . . . . . . 4,69 4,69 1,17 1,17 
Pferdeparaglobuline . . . . . . 4.69 4.69 1,17 1,17 
Dysenterieserum-paraglobuline 

(Shiga Kruse) .. 2... .. 2,34 2,35 0,29 0,586 
Diphtherieserum-paraglobuline . 2,34 2,35 0,29 0,586 
Tetanusserum-paraglobuline . . 1,17 2,35 0,097 0.097 
Getliigelcholeraserum-para- 

MRS ak Sao 9,37 4.69 1,17 2,345 
Schweinerotlaufserum-para- 

PRON aaa 4,69 4,69 1,17 1,17 
Hisenhydroxydsol ....... 37,5 37,5 23 2.3 


Freundlich und Beck' haben die Versuche Reitstétters reproduziert. 
Spater haben auch andere Autoren ahnliche Versuche angestellt. Rabiner- 
son? vermischte Paraglobulin in wechselnden Verhaltnissen mit Eisen- 
oxydsol oder Berlinerblausol und bestimmte die Ko.W. Auch er fand 
starkere Sensibilisierung durch Diphtherieparaglobulin, auBerdem eine 
Abhangigkeit vom Mischungsverhaltnis derart, daB beim Berlinerblausol 
der Effekt am deutlichsten beim Gewichtsverhaltnis 1:1 auftrat, bei 
Eisenoxydsol dagegen im Gebiet des EiweiBiiberschusses. Er stellte seine 
Paraglobulinfraktion durch fraktionierte Fallung dar. 

Fraulein Kasarnowsky* untersuchte die Flockung und Peptisation 
von Berlinerblausolen durch Vollserum (Normal- und Diphtherieserum) 
bei variiertem pu, und fand bei hochwertigen Immunseren Unterschiede 
in den Flockungsgrenzen. Diese Versuche sind jedoch mit den vorher 
erwahnten nicht vergleichbar. 


Im Rahmen einer gréBeren Untersuchung uber die Einwirkung 
von Proteinen auf Eisenoxydsol, auf die in einem anderen Zusammen- 
hang naher eingegangen werden soll, haben Freundlich und Lindau* 


1 H. Freundlich u. W. Beck, diese Zeitschr. 166, 190, 1925. 

2 A. Rabinerson, ebendaselbst 171, 372, 1926. 

3 S. Kasarnowsky, Kolloidzeitschr. 47, 351, 1929. 

4 H. Freundlich u. G. Lindau, diese Zeitschr. 208, 91. 1929; G. Lindau 
ebendaselbst 219, 385, 1930. 
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auch die Reitstotterschen Versuche wieder aufgenommen. Ihre Versuchs- 
ergebnisse weichen jedoch von denen Reitstétters erheblich ab. Erstens 
finden sie bei ahnlichen Konzentrationsverhaltnissen dberhaupt keine 
Sensibilisierung, sondern eine Schutzwirkung; zweitens tibt Immun- 
paraglobulin eine stdrkere Schutzwirkung aus als Normalparaglobulin. 

Freundlich und Lindau hatten ihr Paraglobulin nach einer neuen 
verbesserten elektrodialytischen Methode hergestellt. Diese war von 
Ettisch und Ewig! ausgearbeitet worden, nachdem Ettisch und Beck? 
nachgewiesen hatten, daB bei der Ruppelschen Anordnung starke 
Reaktionsinderungen auftreten, die die Elektrodialyse (E. D.) ver- 
zogern und vielleicht auch die Proteine schadigen. Demgegeniiber 
schien die von LEttisch angegebene Form der E. D. auberordentlich 
bestechende Vorziige zu haben: Sie vermeidet nicht nur jede unnétige 
Reaktionsanderung — das px bewegt sich wesentlich nur zwischen 
Serum-px und isoelektrischem Punkt des Globulins —, sondern fiihrt 
auch in viel kiirzerer Zeit, bei 300 ccm unverdiinntem Serum in etwa 
2 Stunden, zum Ziele, als jede andere bisher bekannte elektrodialytische 
Methode. 

Die Vermutung lag nahe, daB die Ursache der erwahnten Ab- 
weichungen in der Darstellungsweise zu suchen sei. Es ergab sich also 
die Notwendigkeit, den Effekt mit der zur Zeit vollkommensten Dar- 
stellungsmethode auf méglichst breiter Basis sicherzustellen, sowie den 
EinfluB der Darstellungsmethode auf den Effekt zu untersuchen. Diese 
Versuche bilden den Inhalt der vorliegenden Arbeit. 

Die erste von Lindau gefundene Abweichung von den Versuchen 
Reitstétters trat bei uns nicht auf. Ebenso wie Jetzterer finden wir Sensibili- 
sierung durch Paraglobulin und nicht Schutzwirkung. In einer folgenden 
Arbeit wird die Erklarung fiir diese Erscheinung gegeben. Dabei wird die 
Frage der Sensibilisierung und Schutzwirkung noch einmal eine allgemeinere 
Behandlung erfahren. 


Einflu8 der Darstellungsweise auf den Immuneffekt. 
Das Eisenoxydsol. 

Zu den im folgenden beschriebenen Versuchen wurde ein Eisen- 
oxydsol verwendet, das aus einem Merckschen Sol (Liquor ferri oxydati 
dialysati Merck) durch Verdiinnen hergestellt worden war und 5,2 g 
pro Liter Fe,O, enthielt. Als wir unsere Versuche begannen, hatte es 
einen Ko. W. = 67 Millimol pro Liter NaCl, der jedoch im Laufe 
unserer ersten Versuche schnell anstieg. 


1G. Ettisch u. W. Ewig, diese Zeitschr. 195, 175, 1928; 200, 250, 1928: 
216, 401, 430, 1929. 

2 G. Ettisch u. W. Beck, ebendaselbst 171, 441, 1926; 172, 1, 1926; 
G. Ettisch, ebendaselbst 171, 446, 1926. 
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Das Sol wurde nun in Pergamentbeuteln gegen destilliertes Wasser 

3 Tage lang dialysiert. Danach enthielt es 
5,2 g/Liter Fe, O,, 

° 0,16 g/Liter Cl. 

Die Leitfahigkeit wurde zu 3. 10-4 Siemens (= 1 &) gefunden. Eine 
elektrometrische px-Bestimmung ergab Werte um 3,5, eine genaue 
Einstellung war nicht zu erzielen. 

Wurde das reine Sol mit 100 Millimol NaC! koaguliert. und die Flocken 
abzentrifugiert, so lieB sich in der iiberstehenden klaren Fliissigkeit ein 
PH 4.6 bestimmen. Doch spricht dies nicht gegen eine héhere H’-Aktivitat 
im unkoagulierten Sol; denn durch Zusatz von Cl’ wird nach Michaelis 
und Rona! die Adsorption von HCl erhéht. Leider ist es nicht méglich. 
auf Grund ihrer Versuche die GréBenordnung dieses Effektes in unserem 
Falle abzuschatzen. 

Dieses dialysierte Sol wurde fiir die Versuche benutzt. Sein Ko. W. 
blieb nunmehr tiber 1'), Jahre konstant. 


Die Versuche. 
a) Darstellungsmethode. 

Allgemein besteht der Gang einer elektrodialytischen Darstellung 
von Serumparaglobulin in folgenden drei Etappen: 

1. Das Serum wird durch Elektrodialyse (E. D.) von Elektrolyten 
befreit und dabei die wasserunlésliche Globulinfraktion ausgefallt. 

2. Nach Abtrennung vom Niederschlag wird aus der Lésung der 
wasserlésliche Teil der Globuline (Paraglobulin) durch Halbsattigung 
mit Ammonsulfat ausgesalzen. 

3. Die in Wasser aufgenommene Paraglobulinfraktion wird durch 
verschiedene Operationen méglichst von Ammonsulfat befreit und 
schlieBlich durch Elektrodialyse véllig gereinigt. 

Zul. Die E. D. des Serums wurde nach den Angaben von Ettisch 
und Ewig wie folgt ausgefiihrt: In einer dreiteiligen Steinzeugzelle 
nach Ruppel wurde vor die Kathode eine Pergamentmembran ein- 
gespannt, vor die Anode eine Ovalbuminkollodiummembran. Zu deren 
Herstellung wurde Alkohol-Atherkollodium mit trockenem, pulveri- 
siertem Ovalbumin gut durchgeschiittelt und mit dieser Lésung wie 
iiblich eine Membran gegossen. In der Mittelzelle wurde stark geriihrt, 
die Seitenkammern wurden mit destilliertem Wasser durchstrémt. 
Die E. D. wurde als beendet angesehen, wenn das pq 5,3 betrug und 
Stromkonstanz eingetreten war. Tabelle I] ist das Protokoll einer 
solehen E. D. 


1 L. Michaelis u. P. Rona, diese Zeitschr. 97, 85. 1919. 
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Tabelle Ll. 


Serumelektrodialyse mit einer Albuminmembran. 





% Stromstirke PH Bemerkungen 
Min. 

0 280 Milliamp. 7,7 Serum klar 

15 | Hier wurde soviel Widerstand ; 7,2 s ‘ 

30 eingeschaltet, daB der Strom | 6,9 s M 

45 nicht iber 2 Amp. stieg 6,8 »  schwach tribe 
60 | 1000 Milliamp. 6,1 » stark getriibt 
75 120 - 5,5 .  dicker Niederschlag 
90 40 i, 5,3 ” x 
105 28 e 5,2 ‘ be a 
120 22 2 5,5 e ‘ 
135 22 a 5,5 


“ ” - 


Zu 2. Das unlésliche Globulin wurde abzentrifugiert und die 
iiberstehende Fliissigkeit mit dem gleichen Volumen gesattigter Ammon- 
sulfatlésung versetzt. 

Zu 3. Das ausgefallte Paraglobulin wurde abzentrifugiert, in 
méglichst wenig Wasser gelést, iiber Nacht in Kollodiumsackchen gegen 
flieBendes Leitungswasser dialysiert und schlieBlich durch eine halb- 
bis einstiindige E. D. mit derselben Membrankombination véllig ge- 
reinigt. (UnterlaBt man die Vordialyse, so ist eine elektrodialytische 
Reinigung nicht méglich. Die Fliissigkeit wird stark sauer, es bildet 
sich ein EiweiBbelag an der Kathodenmembran, der schlieBlich den 
Stromdurchgang fast véllig verhindert.) Wir erhielten so eine Lésung, 
deren Gehalt ungefihr 20g pro Liter! und deren py = 5,5 war. 


b) Versuchsanordnung. 


Ebenso wie Freundlich und Lindau haben wir bei den Sensibili- 
sierungsversuchen die Eisenoxydsolkonzentration konstant gehalten. 
Die letztere wahlten wir derjenigen méglichst ahnlich, die Reitstétter 
bei seinen Versuchen gewahlt hatte. Reitstdétter gab 2 ccm 0,65°, Sol 
zu 25cem 0,6°%, Eiweiblésung, also war im Gemisch die Fe,O,-Kon- 
zentration gleich 0,48 g/Liter, die EiweiBkonzentration 5,6 g/Liter. 

Wir gaben aus zwei Biuretten abgestufte Volumina der elektro- 
dialysierten EiweiBlésung und entsprechende Mengen destillierten 
Wassers zu 45 ccm zusammen und fiigten unter Umschiitteln langsam 
5 cem Eisenoxydrol hinzu, so daB die Konzentration des Kisenoxydsols 
im Gemisch immer gleich 0,52 war. Die Mischungen lieben wir 2 Tage 
stehen (Freundlich und Lindau, |. c.) und bestimmten dann den Ko. W. 


1 Die Angabe von EiweiBkonzentrationen in Gramm /Liter scheint 
sinnvoller als die iibliche Bezeichnung in Prozenten. da so simtliche Kon 
zentrationsangaben dieser Arbeit auf das gleiche Volumen bezogen sind. 
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Dazu wurden je 5ccm des Gemisches in ausgedimpften Reagenz- 
glasern mit 1 cem Kochsalzlésung abgestufter Konzentration versetzt, 
sofort umgeschiittelt und nach 2 Stunden der Effekt beobachtet. Als 
Ko. W. wurde definiert der Mittelwert zwischen der NaCl-Konzentration 
im Gemisch, bei der beginnendes Absetzen der Flockung bemerkt wurde, 
und der nachstniedrigeren. 


c) Versuche mit der beschriebenen Darstellungsmethode. 
Unsere Versuche mit Immunparaglobulin begannen wir mit 
Diphtherieseren und Vergleichsseren der Behring-Werke!, beide gleich- 


Tabelle 111. 


Beispiel einer Versuchsreihe. 





Paraglobulin aus Normalserum vom 6. I]. 1930. 





Paraglobulin- 








Konzentration 9 1 2,1 3,2 4,2 5,2 6,3 g/ Liter 
50 Millimol NaCl +++ +++ 
35,4 * NaCl +++4+44 
25 , Naci'! + + |++4 
J NaCl — +4+4++4+4 
25 , Mai’ — — j$4+(4-44/44-4 
88 , NaCl) — ) — | ++ |+44/4+4+4/4+44 
6,3 . NaCl - + (+++4++4+- 
44°, NaCl 4 |. 
3,1 ‘s NaCl a + i es 
2,2 . NaCl ca 
1.6 NaCl +4 
LJ NaCl La hed 
0,8 . NaC] tek 
Koagulationswert: 30 30 10,6 7,5 5,4 3,8 1,0 
Paraglobulin aus Diphtherieserum vom 4. IL. 1930. 
Tonaiatention ° . 2,1 3,2 4,2 5,2 6,3 gi Liter 
100) Millimel NaCl ++. 
70,7 4 NaCl +44 
50 * NaCl +++ + +++ 
35,4 . NaCl +++ — +4+++444 
25 n NaCl + - +++ 444444 
AY ti NaCl - eae Og Se ee 
: 12.5 % NaCl ~ A oe oS oe Pe a 
8.8 se NaCl - +4+++444 he of of. 
3. -x NaCl +++) ++ eins 
44 ‘ NaCl at re rere 
3,1 i NaCl sot a ee 
2.2 * NaCl om 
Koagulationswert: 30 60 21,5 5.4 7.5 5,4 5.4 


qos ° ey ° . . 

' Fiir die kostenlose Uberlassung von antitoxischen Seren und Ver- 

gleichsseren méchte ich den Behring-Werken in Marburg auch an dieser 
Stelle meinen verbindlichsten Dank aussprechen. 
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mabig vorbehandelt und zur Desinfektion mit Chloroform versetzt. 
Wir geben die Resultate in Abb. 1 und 2, sowie in Tabelle III wieder. 
In Abb. 3 sind die beiden Kurven der besseren Ubersicht wegen noch 
einmal ohne Versuchspunkte zusammengestellt. In allen Abbildungen 
sind die Ko. W. in einem willkiirlichen logarithmischen MaBe auf- 
getragen, so daB ein Teilstrich der Ordinate einer Erhéhung der NaCl- 
Konzentration auf das Doppelte entspricht; die Abszissen sind Para- 
globulinkonzentrationen in g/Liter. 





> 
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— g/Liter Paraglobulin 

Abb. 1. 
Paraglobuline aus normalen Seren. 

© Serum vom 25. X. 1929. @ Serum vom 4. XII. 1929. 

x Serum vom 6. IL. 1930, + Serum vom 21. II. 1930. 
= 
4 
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7 
— g/Liter Paraglobulin 
Abb. 2. 
Paraglobuline aus Diphtherieseren. 
< Serum vom 2. XII. 1929. © Serum vom 4. II. 1930, 
@ Serum vom 12. II. 1930. 


Bei den Normalparaglobulinen liegt der Ko. W. bei geringen Kon- 
zentrationen etwas unter dem Ko. W. des reinen Eisenoxydsols. Mit 


zunehmender Paraglobulinkonzentration steigt er zunachst wieder auf 
den Wert des reinen Sols (bei etwa 1 g/Liter Pg), fallt aber dann ziemlich 
gleichmaBig ab, bis bei Pg-Konzentrationen iiber 7 g/Liter das Sol- 
gemisch schon ohne NaCl-Zusatz ausflockt (auch bei geringeren Pg- 
Konzentrationen sind die Solgemische schon getriibt). 
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Bei den Diphtherieparaglobulinen liegt das Maximum der Kurve 
wesentlich héher — bei der doppelten NaCl-Konzentration —, so dab 
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— g Liter Paraglobulin 
Abb. 3. 
Ko.W. von normalen und Diphtherieparaglobulinen (aus Abb, 1 und 2), 
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— g/Liter Paraglobulin 
Abb. 4. 
Paraglobuline aus Tetanus-, Dysenterie- und Scharlachserum. 
< Tetanusparaglobulin. @ Dysenterieparaglobulin 


Scharlachparaglobulin. Ausgezogen: die Normalkurve aus Abb. 1. 
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— g/Liter Paraglobulin 
Abb. 5. 
Diphtherieparaglobuline hergestelit mit der Chromgelatinemembran. 
+--- Kurve 1. x --- Kurve 2. ©) Kurve 3. 


Ausgezogen: die Normalkurve aus Abb. 1. 


man hier von einer Schutzwirkung reden kann. Ebenso liegt der rechte 
Teil der Kurve héher als bei den Normalparaglobulinen. Bei 5,6 g/Liter, 
der Konzentration Reitstétters, sind die Ko. W. 2,6 fiir Normal-, 4,7 fiir 
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Immunparaglobuline. Reitstétter fand 4,7 fiir Normal-, 2,3 fiir Diphtherie- 
paraglobuline, also gerade das Gegenteil. 

In der gleichen Weise wurden auch einige Versuche mit Para- 
globulinproben aus ‘Tetanus-, Dysenterie-, und Scharlachserum an- 
gestellt. Wie Abb. 4 zeigt, verhalten sie sich qualitativ ebenso wie 
Diphtherieparaglobulin. (Zum Vergleich ist die Normalkurve aus 
Abb. 1 und 3 ohne Versuchspunkte eingezeichnet.) 

Aus Abb. 1 und 2 ersieht man, daB eine scharfe Reproduktion 
nie erreicht werden konnte, besonders bei Diphtherieserum streuen 
die Werte sehr stark. Der Effekt der schwacheren Sensibilisierung 
liegt jedoch auBerhalb der Schwankungsbreite. 


50 





Ko.W. —~> 


7 2. J. ¥ 


— g/Liter Paraglobulin 


Abb. 6. 
Paraglobuline durch fraktionierte Fillung hergestellt. 
x + 4 Normal. © @ Diphterie. 


d) Versuche mit der Darstellungsmethode Reitstotter s. 


Um zu entscheiden, ob vielleicht die Abweichung unserer Ergebnisse 
von denen Reitstétters auf der verschiedenen Art der Darstellung beruht, 
haben wir einige Paraglobulinproben mit seiner Darstellungsmethode 
hergestellt. Der Gang der Darstellung ist unter 2. und 3. der gleiche 
wie oben; nur wird fiir die erste E. D. an Stelle der Albuminmembran 
eine Chromgelatinemembran verwendet. Ihre Herstellung beschreibt 
R. Stern'. Den Verlauf einer E. D. von Blutserum mit dieser Membran 
vor der Anode haben Eitisch und Beck? verfolgt. Sie fanden, daB 
Dauer und par-Gang einer E. D. sehr vom Alter der Membran ab- 
hangen; mit ganz frischen Membranen hat man Dialysezeiten bis zu 
20 Stunden bei 1: 1 verdiinntem Serum, wobei das px iiber 10 steigt. 
Nach einigen E. D. kénnen mit derselben Membran Dialysedauern unter 
5 Stunden erreicht werden, wobei das px wenig iiber 9 steigt Es leuchtet 
ein, daB die starken Reaktionsanderungen die Proteine in ganz un- 
kontrollierbarer Weise verandern kénnen. 


1 R. Stern, diese Zeitschr. 144, 115, 1923. 
2G. Ettisch u. W. Beck, 1. ce. 











au 
lic 
pa 
dis 


sul 
ve 
Ar 
wu 
diz 


rei 
ab 
in 

fra 
ge) 


All 


bec 
Im 
pa 














Kolloidchemische Unterschiede zwischen Paraglobulinen. 109 


Wir haben drei Diphtherieseren mit dieser Darstellungsmethode 
untersucht (Abb. 5). Von den drei Kurven zeigt nur die erste eine 
gewisse Annaherung an die Normalkurve. Dieses Paraglobulin stammt 
aus einem besonders hochwertigen Serum (1200 Antitoxineinheiten) 
und die E. D. verlief besonders ungiinstig. (Dauer 10 Stunden, 
pu wahrend 5 Stunden iiber 9,5). Ein zweiter Versuch (Kurve 2) mit 
demselben hochwertigen Serum, aber einer giinstig verlaufenden E. D. 
(Dauer 5 Stunden, px wahrend | Stunde iiber 9) zeigte keinen wesent- 
lichen Unterschied gegen die gewéhnliche Diphtherie-Paraglobulin- 
kurve. Kurve 3 wurde mit einem 600fachen Serum erzielt, bei sehr 
ungunstiger E. D. (px tiber 10 Stunden, Dauer 12 Stunden). Sie gleicht 
zwar am Anfang der Normalkurve, aber im Konzentrationsgebiet 
Reitstotters gibt sie scharf die Werte unserer Darstellungsmethode. 

Die Normalkurve (in der Abbildung ausgezogen) blieb in allen 
Fallen unverandert. 

Ein EinfluB des Verlaufs der modifizierten Darstellungsmethode 
auf das Diphtherieserum ist also in der Tat zu bemerken. Im wesent- 
lichen Punkt aber, der geringeren Sensibilisierung durch Immun- 
paraglobulin, besteht kein Unterschied zwischen den beiden elektro- 
dialytischen Methoden. 


e) Versuche mit fraktioniert qefdlitem Paraglobulin. 


Es blieb noch tibrig, das Verhalten fraktioniert gefallten Para- 
globulins zu untersuchen. 

Serum wurde mit ein Drittel seines Volumens gesittigter Ammon- 
sulfatlésung versetzt, abzentrifugiert und der Niederschlag ohne Waschen 
verworfen. Zur klaren Lésung wurde ein Viertel ihres jetzigen Volumens 
Ammonsulfat zugesetzt und abermals klar zentrifugiert. Die Lésung 
wurde abgegossen und der Niederschlag in Wasser aufgenommen, 
dialysiert und elektrodialysiert wie oben. 

Wir sind uns bewuBt, daB man auf diesem Wege nicht zu ,,chemisch 
reinen*’ Produkten gelangt. Wie Sdérensen' zeigt, ist dies durch Waschen 
aber tiberhaupt nicht zu erreichen, da immer ein Teil der Fallung wieder 
in Lésung geht. Es kommt also vor allem darauf an, die Paraglobulin- 
fraktion auf einem scharf definierten und leicht reproduzierbaren Wege zu 
gewinnen. Den damit erzielten Ergebnissen darf dann allerdings keine 
Allgemeingiiltigkeit zugeschrieben werden. 

Die Versuchsergebnisse sind in Abb. 6 aufgetragen. Die bisher 
beobachtete héhere Schutzwirkung (geringere Sensibilisierung) durch 
Immunparaglobulin ist véllig verschwunden. Die Ko. W. mit Diphtherie- 
paraglobulin liegen innerhalb der gewéhnlichen Schwankungsbreite, 


1 os. BP. L. Sérensen, C. r. du Laboratoire Carlsberg 15, Heft 11. 
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aber durchschnittlich etwas tiefer als die entsprechenden Normal- 
werte. Damit ist der Effekt Reitstétters zwar nicht reproduziert, aber 
immerhin angedeutet. 

Um uns zu tiberzeugen, ob der Sinn des Immuneffektes vom Reinigungs- 
grad des Paraglobulins abhangt, haben wir zwei Proben nach einem etwas 
modifizierten Verfahren hergestellt. Das durch Drittelsattigung ausgefallte 
Euglobulin wurde auf der Zentrifuge zweimal mit ein Drittel gesittigter 
Ammonsulfatlésung gewaschen und die Waschwisser mit der Lésung 
vereinigt. Das daraus durch Halbsattigung gefallte Paraglobulin wurde 
mit halbgesattigter Ammonsulfatlésung zweimal gewaschen und die Wasch- 
wisser verworfen. Danach wurde verfahren wie oben. Die so hergestel!te 
Fraktion verhielt sich tatsachlich abweichend. Die Werte bei hoéhere: 
EiweiBkonzentration lagen héher und eine obere Nichtflockungszone 
(Peptisation im NaCl-UberschuB), die sonst erst bei weit gréBeren NaCl- 
Zusitzen auftrat, riickt dicht an den Ko. W. heran. Die Ko. W. mit 
Diphtherieparaglobulin liegen aber auch hier, wie bei den zuletzt erwahnten 


Versuchen, tiefer als die ,,.Normalwerte*’. 


Eine Erklarung fiir die auffallige Abweichung unserer Ergebnisse 
von denen Reitstétters ist durch die bisherigen Versuche nicht gegeben. 
Sie zeigen jedoch, daB die Wahl der Darstellungsmethode keinesfalls 
gleichgiiltig ist. Dies wird verstandlich, wenn man sich von der Ansicht 
frei macht, als ob die Paraglobulinfraktion ein chemisch einheitlicher, 
wohldefinierter Kérper ware. Aus allen Untersuchungen, die sich ein- 
gehender mit dem Serumglobulin beschaftigen, geht hervor, da man 
es hier mit einem besonders schlecht definierten Produkt zu tun hat. 
Schon die Tatsache, daB das Globulin im Gegensatz zu den meisten 
anderen Proteinen noch nicht kristallisiert erhalten werden konnte, 
weist darauf hin; ebenso die neuerdings von Tiselius' festgestellte 
Unscharfe seines isoelektrischen Punktes. Immerhin laBt sich die 
gesamte Globulinfraktion nach Svedberg und Sjégren® noch in mono- 
molekuJarer Lésung erhalten. Versucht man aber, durch weitere 
Fraktionierung zu chemisch und physikalisch-chemisch besser definierten 
Produkten zu gelangen, so werden die Verhaltnisse immer uniber- 
sichtlicher. Die Arbeiten Sérensens? wurden schon oben erwahnt. 
Auf Grund ausgedehnter Léslichkeitsuntersuchungen kommt er zu der 
Ansicht, daB Globulin als leicht dissoziable Verbindung chemisch ver- 
schiedener Komponenten aufzufassen ist. Nach Svedberg und Sjégren 
(l. ec.) liefert eine weitere Fraktionierung des Globulins durch Fallung 
bzw. Dialyse polydisperse Systeme, so daB der Eindruck entsteht, 
als sei durch die Fraktionierung ein einheitliches Molekiil zerstért 


1 4. Tiselius, Nova Acta Upsal. (4) 7, Nr. 4, 1930. 

2 Svedberg u. Sjégren, Journ. Amer. Chem. Soe. 50. 3318, 1925; 
52, 2865, 1930. 

3 8. P. L. Sérensen, |. ec. 
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worden. Wir selbst haben die Serumfraktionen, die bei der anfangs 
beschriebenen direkten E. D. des Serums nach EHittisch und Ewig erhalten 
werden, mit der Ultrazentrifuge untersucht?. Auch diese erwiesen sich 
als polydispers. 

Es ist also leicht einzusehen, daB zwei so verschiedene Fraktio- 
nierungsmethoden, wie die Aussalzung und der Salzentzug durch 
Dialyse nicht zu identischen Produkten fiihren. Freund und Joachim? 
haben das schon vor langer Zeit nachgewiesen. Ihr Kriterium war vor 
allem die Wasserléslichkeit. Im Zusammenhang mit unseren Versuchen 
ist weiter eine Arbeit von Schultze und Gross von Interesse, die mehrere 
Darstellungsmethoden (Ammonsulfatfallung, Elektrodialyse) nach ihrem 
EinfluB auf die Anreicherung des hamolytischen Prinzips in einzelnen 
Fraktionen miteinander vergleicht. Auch sie finden keine Uberein- 
stimmung zwischen verschieden hergestellten Fraktionen. Aus un- 
veroffentlichten Versuchen von Svedberg und Sjégren* scheint ferner 
hervorzugehen, daB sich gefilltes und elektrodialytisch gewonnenes 
Pseudoglobulin auch in ihrem Dispersitatszustand unterscheiden. 

Unsere Versuche bringen demgegeniiber als neues Moment hinzu, 
daB auch bei Einhalten der Bedingung der Wasserléslichkeit die Zu- 
sammensetzung der Fraktion von der Vorbehandlung abhangt, dab 
es also nicht gleichgiltig ist, ob der ,,Euglobulin’-Anteil durch die 
E. D. entfernt wird oder durch Drittelsattigung mit Ammonsulfat. 
Es ist von Interesse, daB die Abweichungen erst beim Immunserum 
deutlich werden. Hier waren vielleicht Untersuchungen mit differen- 
zierteren Fraktionierungsmethoden fruchtbar. 

Bevor diese in Angriff gnommen werden kénnen, scheint es jedoch 
notwendig, die Bedingungen fiir das Auftreten einer Sensibilisierung 
scharfer zu fassen. Diesem Ziel dienen die in der folgenden Arbeit 
mitgeteilten Versuche. 


Zusammenfassung. 


1. Reitstétter hatte gefunden, daB Paraglobuline aus antitoxischen 
Seren ein Eisenoxydsol stdrker sensibilisierten als Paraglobuline aus 
Normalseren. Seine Versuche werden unter besonderer Beriick- 
sichtigung der Darstellungsmethode wiederholt und erweitert. 

2. Dabei wird von einer neuen verbesserten elektrodialytischen 
Methode nach Ettisch und Ewig ausgegangen, bei der die Mangel fritherer 
Methoden weitgehend vermieden sind. Die auf diesem Wege her- 


1 P. v. Mutzenbecher, diese Zeitschr. 235, 425, 1931. 

2 E. Freund u. J. Joachim, Zeitschr. f. physiol. Chem. 36, 407, 1902. 

3 H. Schultze u. H. Gross, diese Zeitschr. 215, 115, 1929. 

* Herrn Professor Th. Svedberg sei auch an dieser Stelle fiir die Mitteilung 
der betreffenden Versuchsresultate bestens gedankt. 
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gestellten Paraglobuline aus Diphtherie-, Tetanus-, Dysenterie- und 
Scharlachserum schiitzen starker, sensibilisieren schwdcher als die 
entsprechenden Normalparaglobuline, im Gegensatz zu den Befunden 
Reitstétter s. 

3. Auch durch Anwendung der Darstellungsmethode Reitstétters 
gelang es nicht, seine Ergebnisse zu reproduzieren. 

4. Dagegen erhalt man durch fraktionierte Fallung mit Ammon- 
sulfat aus Diphtherieserum eine Paraglobulinfraktion, die merklich 
starker sensibilisiert als das entsprechende Normalparaglobulin. 

5. Diese Versuche geben einen neuen Beweis dafiir, daB die Para- 
globulinfraktion kein einheitlicher, wohldefinierter Kérper ist, daB 
vielmehr ihre Zusammensetzung je nach der Darstellungsweise wechselt. 
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Der EinfluG der H -lonen-Konzentration 
auf Sensibilisierung und Schutzwirkung. 


Von 


Paul von Mutzenbecher. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 30. September 1931.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Im Verlauf einer Untersuchung iiber die Sensibilisierung von 
Eisenoxydsol durch Paraglobuline aus antitoxischen Seren (s. vor- 
stehende Arbeit) wurden einige Beobachtungen gemacht, die geeignet 
schienen, unsere Kenntnisse tiber die Beeinflussung der Stabilitat eines 
Eisenoxydsols durch Proteine, also tiber die Vorginge, die man als 
Sensibilisierung und Schutzwirkung bezeichnet, in  wesentlichen 
Punkten zu erweitern. In der vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse 
einiger Versuche mitgeteilt, die beim Verfolgen dieser Beobachtungen 
angestellt wurden. Sie geht von der Basis aus, die durch die Unter- 
suchungen Freundlichs und Lindaus! am gleichen System gegeben 
war; aus einer Besprechung ihrer Resultate wird sich deshalb die 
Problemstellung am besten ergeben. 

Freundlich und Lindau untersuchten die Abhingigkeit des Koagu- 
lationswertes (abgekiirzt Ko. W., zur Definition vgl. die vorstehende 
Arbeit) eines Eisenoxydsol-EiweiBgemisches von der EiweiBkonzen- 
tration; die Konzentration des Eisenoxydsols wurde konstant gehalten. 
Sie fanden —- abgesehen von quantitativen Unterschieden bei Variation 
der EiweiBart — im allgemeinen folgendes Bild: Bei steigendem Eiweib- 
zusatz sinkt der Ko. W. zuerst (nicht immer) unter den des reinen 
Eisenoxydsols, geht durch ein Minimum und steigt dann weit tiber den 
Ausgangswert (vgl. Abb. 1, Kurve 2): In geringen Konzentrationen 
wirkt das Protein sensibilisierend, in gréBeren schiitzend. Es zeigt sich 
also, da®B Sensibilisierung und Schutzwirkung, einander entgegen- 
gesetzte Vorgiange, durch Anderung der Eiwei8konzentration ineinander 
iibergefiihrt werden kénnen. Sie untersuchen vor allem die Sensi- 
bilisierung und kommen zu dem Resultat, daB diese auf einer chemischen 


1 H. Freundlich u. G. Lindau, diese Zeitschr. 208, 91, 1929; G. Lindau, 
ebendaselbst 219, 385, 1930. Inzwischen ist ein dritter Teil erschienen: 
H. Freundlich u. G. Lindau, ebendaselbst 234, 170, 1931. 

Biochemische Zeitschrift Band 243. S 
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Reaktion zwischen der Eisenoxydmicelle und dem Protein zu beruhen 
scheint. In einer zweiten Arbeit sucht Lindau den Beweis zu fihren, 
daB die entscheidende Reaktion die komplexe Bindung des Fe™’-Ions 
an das Protein ist. Die Sensibilisierung des hydrophoben Sols erklart 
sich so als Konzentrationsverminderung des stabilisierenden Ions 
(Fe oder H’)!. Das Auftreten einer Schutzwirkung erst bei héherer 
Konzentration des Schutzkolloids schien ohne weiteres verstandlich. 

Schon in dieser Arbeit fiihrt jedoch Lindau Versuche an, die mit 
diesen Vorstellungen nicht mehr vollstandig gedeutet werden kénnen. 
Bei der Untersuchung verschiedener anderer Eisenoxydsole zeigte 
sich nimlich, daB ein Ansteigen des Ko. W. mit steigender Protein- 
konzentration durchaus nicht die Regel ist. Vielmehr trat in mehreren 
Fallen nach dem Minimum ein Maximum auf und bei weiterer Eiweib- 
zugabe sank der Ko. W. immer mehr ab, bisweilen tiefer als beim ersten 
Sensibilisierungsminimum (vgl. Abb. 1, Kurve 1 und 3). Lindau wies 
auf die formale Ahnlichkeit dieses Kurvenbildes mit der Ostwaldschen 
Bodenkér perbeziehung hin, doch konnte die Analogie mit dieser zunachst 
nicht verstandlich gemacht werden. 

Bei unseren in der vorstehenden Arbeit beschriebenen Versuchen 
trat immer der zweite Kurventyp auf, so ausgepragt, daB bei Protein- 
konzentrationen tuber 7 g/Liter Flockung eintrat. Aus den von den 
Versuchsbedingungen Lindaus abweichenden Konzentrationsverhalt- 
nissen (wir arbeiteten mit stark verdiinnten Solen) schien die Erklarung 
nicht méglich, obwohl sich spiter zeigte, daB auch diese eine Rolle 
spielte. Man mufte jedenfalls annehmen, daB fiir das Auftreten einer 
Schutzwirkung neben der Konzentration des Schutzkolloids noch ander: 
Faktoren maBgebend seien. 

In der Literatur finden sich mehrfach Hinweise darauf, daB hier vor 
allem die Anwesenheit von Jonen eine Rolle spielt. In ihrer schon erwahnten 
Arbeit geben Pauli und Flecker? an, daB Zusatz von HCl und NaOH, auch 
von KCl im Uberschu8 zu Gemischen aus Serumalbumin oder Gelatine 
und verschiedenen hydrophoben Solen flockungshemmend wirkt. Etwa 
zur gleichen Zeit fand Mines* bei Gelatine + Goldsol eine Stabilisierung 
bei HCl-Zusatz. Jaques Loeb* versuchte Kollodiumsuspensionen mit 
Gelatine zu peptisieren. Es gelang nicht mit isoelektrischer Gelatine, wohl 
aber bei Zusatz von H’- oder OH’-Ion, sowie bei Zusatz geringer Neutral- 
salzmengen. Von neueren Arbeiten sind zu erwihnen: Krebs’, Spiegel- 


* Eine ahnliche Ansicht wurde zuerst von N. Peskow ausgesprochen. 
N. Peskow, Journ. d. Russ. Phys.-chem Ges. 49, 1, 1916, zitiert nach 
Zentralbl. 1924, I, 1003; N. Peskow u. W. Ssokolow, ebendase!bst 58, 823, 
1926, zitiert nach Zentralbl. 1924, I, 1133. 

2 W. Pauli u. L. Flecker, diese Zeitschr. 41, 740, 1912. 

3G. R. Mines, Kolloidchem. Beih. 3, 191, 1912. 

* Jaques Loeb, Die EiweiBkérper. Berlin 1924. 

5 H. A. Krebs, diese Zeitschr. 159, 311, 1925. 
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Adolf*, beide an Goldsol, und vor allem die eingehende Untersuchung von 
Pauli und Weiss* mit hochgereinigtem Kongoblausol. Pauli spricht als 
erster den Satz aus, daB eine Schutzwirkung reinster Kolloide aufeinander 
nicht in Frage kommt. 

Auch ein Teil der unter dem Namen ,,obere Nichtflockungszone** oder 
..unregelmaBige Reihe‘* bekannten Erscheinungen gehért in diesen Zu- 
sammenhang. Unter diese Begriffe werden recht verschiedene Vorginge 
zusammengefaBt, die je nach dem System, an dem sie beobachtet wurden, 
verschieden gedeutet werden kénnen. In dieser Arbeit handelt es sich 
um die von Freundlich und Brossa* beschriebene Tatsache: Im System 
KiweiB —hydrophobes Kolloid wird im Uberschu8 des flockenden Elektro- 
lyten (auch NaCl) die Flockung bisweilen wieder peptisiert. 

Wir selbst wurden durch die folgende Beobachtung auf die ent- 
scheidende Rolle der lonenkonzentration hingewiesen: Ein Grahamsches 
Sol (Liquor ferri oxydati dialy- 
sati Merck) wurde auf das 
Zehnfache verdiinnt. Nach 
4 Monaten wurden die ersten 
Ko. W.-Reihen mit Serumpara- 
globulin angesetzt und ergaben 
die Kurve 1 in Abb. 1, also 
eine Sensibilisierung bei héheren 
EiweiBkonzentrationen. Nach- 
dem das Sol weiter 3 Monate 
aufbewahrt worden war, hatte 
sich sein Ko. W. von 50 Milli- 
mol /Liter NaCl auf 300 erhéht. s 
Eine Versuchsreihe mit va- > g Liter Paraglobulin 
riierter Paraglobulinkonzen- Abb.1. Abhangigkeit 


i - : ‘ der Ko.W. - Eiweibkonzentrationskurve 
tration fiihrte jetzt zu einem vom Zustand des Fisenoxydsols. 








Millimol/Liter NaCl —» 











Ko.W . 





ganz anderen Kurvenbild, das 

dem der Freundlich-Lindauschen Versuche glich (Abb. 1, Kurve 2). 
Der Erhéhung des Ko.W. im reinen Sol entsprach eine sehr viel 
stirkere Erhéhung des Ko. W. im Sol-EiweiBgemisch: die Sensi- 
bilisierung war in Schutzwirkung umgeschlagen. Nun wurde das 
Sol 4 Tage lang gegen destilliertes Wasser dialysiert. Danach war 
sein Ko. W. auf 30 gesunken und die Schutzwirkung des Paraglobulins 
hatte sich wieder in starke Sensibilisierung verwandelt (Abb. 1, Kurve 3). 
An ein und demselben Sol konnte also auch bei konstanter Eiweil- 
konzentration Sensibilisierung oder Schutzwirkung beobachtet werden, 
je nach dem Alterungszustand bzw. dem Elektrolytgehalt des Sols. 


1 M. Spieqel-Adolf, diese Zeitschr. 180, 395, 1927. 

2 W. Pauli u. E. Weiss, ebendaselbst 203, 103, 1928. 

3’ H. Freundlich u. A. Brossa, Zeitschr. f. phys. Chem. 89, 306, 1915, 
Q* 
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Die zeitlichen Veranderungen, die in einem frisch verdiinnten Graham- 
schen Sol vor sich gehen, hat Lindau! in sehr plausibler Weise beschrieben. 
Danach ware durch die Verdiinnung das im Sol herrschende Hydrolysen- 
gleichgewicht gestért worden, und es sollte sich durch langsames Fort- 
schreiten der Hydrolyse die H'-Ionenkonzentration allmahlich erhéhen. 
Damit wird die Stabilitaét des Sols steigen, die ja mit der H’-Ionenkonzentra- 
tion annahernd geradlinig anwachst*. Das Steigen der H’-lonenkonzentra- 
tion konnte durch (freilich recht unsichere) py-Messungen bestatigt werden. 
Durch die Dialyse wurde dann die H’'-lonenkonzentration wieder ver- 
ringefrt. 

Die wahrscheinlichste Deutung dieser Beobachtung war, daB die 
Schutzwirkung in Analogie zur Peptisation des Globulins durch Sauren, 
Laugen und Salze eine Funktion der Ionenkonzentration ist und dais 
in unserem speziellen Falle die Hauptrolle den H’-Ionen zukommt. 


Versuche mit Grahamschen Sol. 


Wir itiberzeugten uns zuniachst davon, daB tatsachlich auch in 
unserem System Zusatz von H’-Ionen (und OH’-Ionen) zu stark 
sensibilisierten Solgemischen diese stabilisieren kann. Zu je 10 ccm 
Paraglobulinlésung vom Gehalt 35 g/Liter wurden abgestufte Mengen 
HCl und NaOH gegeben, auf 45 ccm aufgefillt und langsam unter 
Umschiitteln 5ccm Fe,Q,-Sol zugefiigt. Nach 2 Tagen wurde der 
Ko. W. bestimmt (das reine Fe,O,-Sol hatte den Ko. W. 30). 

Wir sehen, daB ein Zusatz von H-Ionen tatsachlich deutliche 
Schutzwirkung hervorruft. Geringe Zusitze von NaOH flocken er- 
wartungsgemaB; in Konzentrationen iiber 5. 10-4 m/Liter tritt jedoch 


Tabelle I. 
Flockungswerte eines Eisenoxydsol-EiweiBgemisches nach Zusatz von HC! 
(0,05°,) und NaOH (0,72°). 








Millimol/Liter eem n/100 HCl ecm n/100 NaOH 
me 1 0,5 0.2 0 1 2 4 
17,7 +44 are 
12,5 +++ +++ 
8,8 +++ | +++ ++4 
6,3 — (+++ bi 
44 - +-4+ aS 
3,2 + +++ +44 
2.2 — +++ +4+ 
1,6 +++ +44 geflockt getlockt 
1,1 “he 1 
0.8 a 


1 @. Lindau, 1. e. 
2 H. Freundlich u. G. Lindau, Kolloidzeitschr. 54, 198, 1928. 
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gleichfalls deutliche Schutzwirkung auf. Kataphorese im U-Rohr zeigt 
nun negative Ladung. 

Fiir eingehendere Versuche dieser Art schien jedoch das Grahamsche 
Sol ungeeignet, da es einmal nicht elektrolytfrei erhalten werden kann, 
ohne zu flocken, zweitens eine pxu-Messung im Sol bekanntlich! auBer- 
ordentlich unsicher ist. Sehr geeignet schien dagegen das Eisenoxydsol, 
das von Freundlich und Wosnessensky* aus Eisenpentacarbony! und H,O, 
hergestellt worden war. Dieses Sol besteht, wie réntgenographische 
Messungen zeigen, aus Goethitkristallen, es hat eine auBerordentlich 
niedrige Leitfahigkeit (etwa 10-5 8S) und ein py“ 6 gegeniiber einer 
Leitfahigkeit von 3.10~4S und einem px von 3,5 bei dem von uns be- 
nutzten Grahamschen Sol. Uberdies laBt es sich bequem und schnell 
darstellen. Mit diesem Sol und elektrodialytisch gereinigtem Para- 
globulin waren eindeutige Resultate zu erwarten. 


Versuche mit Goethitsol. 
a) Herstellung des Sols. 


In einer ausgedampften Literflasche aus Jenaer Glas wurden etwa 
800 cem Leitfaihigkeitswasser (Kahlbaum) mit etwa 4ccm Eisenpenta 
carbonyl] und 2 cem Perhydrol versetzt und so lange kraftig durchgeschiittelt, 
bis die Gasentwicklung aufgehért hatte. Das rubinrote. durchsichtige Sol 
wurde von iiberschiissigem Carbonyl und etwa gebildetem Niederschlag 
durch Zentrifugieren befreit. Das Sol hatte eine Konzentration von 0,482 g 


I 
). das 


Fe pro Liter. Die Leitfahigkeit war gleich 8.4. 10-*S (s % 


pu = 6,4. 
b) Vorversuche. 

Dieses Sol wurde von elektrodialysiertem Paraglobulin in Konzen- 
trationen von 0,2 g/Liter aufwarts geflockt. 

Zusatz von etwas Saure gab sofort klare Lésung, Zusatz von Lauge 
triibe aber stabile Suspension; lieB man aber das Goethitsol langsam 
in eine alkalische Paraglobulinlésung einflieBen, so resultierte auch hier 
eine vollig klare Lésung. 

Wurde die Paraglobulinlésung mit mindestens 50 Millimol NaCl 
versetzt und langsam Goethitsol zugegeben, so erhielt man eine triibe 
aber stabile Suspension, die geringe Spuren von Niederschlag aufwies. 

Wir wandten uns nun ausschlieBlich der H’-lonenwirkung zu. 


c) Versuchsanordnung. 
Paraglobulin wurde, wie im ersten Teil beschrieben, durch frak- 
tionierte Fallung hergestellt und nach der Reinigungselektrodialyse 
auf die Konzentration 20 g/Liter gebracht. Die Konzentration wurde 


im Eintauchrefraktometer bestimmt. Davon wurden 1, 2, 4, 6. 8, 


1 Pauli u. Valké, Elektrochem. d. Kolloide, 8. 519ff. Wien 1929. 
2 H. Freundlich u. S. Wosnessenski, Kolloidzeitschr. 38, 222. 1923. 
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10ccm mit einer konstanten Menge HCl versetzt und auf 20 ccm 
aufgefillt; von diesen Lésungen wurden je 10 ccm abpipettiert und 
10 cem Goethitsol langsam unter Umschiitteln hinzugefiigt. Zu den 
Restlésungen wurden je 10 ccm destilliertes Wasser zugegeben. Wir 
erhielten so von jeder Paraglobulin-Konzentrationsstufe zwei Lésungen, 
deren eine mit Goethitsol, deren andere mit Wasser verdiinnt war. 
In beiden wurde die H’-lonenkonzentration bestimmt, in den Goethit- 
solgemischen auBerdem der Ko. W. Die px-Messungen wurden mit 
der Michaelisschen V-Elektrode ausgefiihrt; als Gegenelektrode diente 
eine gesittigte KCl-Kalomel-Elektrode, als Nullinstrument ein 
Lippmannsches Kapillarelektrometer mit hangender Kapillare. Die 
Messungen wurden im Thermostaten bei 30° angestellt. Zur Be- 
stimmung der Koagulationswerte (Ko. W.) wurde zu je 2ccm Sol- 
gemisch 1eccm Kochsalzlésung ge- 
geben. Die angegebenen Ko. W. 
beziehen sich auf die NaCl-Konzen- 
tration im Gesamtgemisch. 
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Derartige Reihen wurden mit sechs verschiedenen HCl-Konzen- 
trationen (0,5; 1; 1,5; 2; 3; 4.10~* Mol/Liter HCl) ausgefiihrt. Die 
Resultate sind in Tabelle II zusammengestellt. Abb. 2 gibt ein Beispiel 
vom pu-Verlauf bei konstantem [HCl] und wachsendem Proteingehalt. 
Durch das Hinzukommen des Goethitsols wird, wie die Tabellen zeigen, 
die H’-Konzentration weiter herabgedriickt, das px etwas erhdéht. 
Drei von diesen Versuchsreihen, die besonders charakteristische Kurven 
ergaben, haben wir in Abb. 3 zusammengestellt. Die Ahnlichkeit mit 
Abb. 1 ist unverkennbar. Durch Verinderung der H'-Konzentration 
lassen sich also die verschiedenen Kurventypen willkiirlich erzeugen. 
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Zum Vergleich wurde die Wirkung von HC] auf reines Goethitsol 
untersucht. Tabelle II] zeigt px und Ko. W. als Funktion der HCI- 
Konzentration. Dabei zeigte sich, dab zwischen HCl und Goethitsol 
eine Zeitreaktion vor sich geht: Das px steigt anfangs schnell, dann 
langsamer, um erst nach Tagen einen konstanten Endwert zu erreichen. 
Um vollig eindeutige Resultate zu erhalten, hatten wir also unsere 
Messungen entweder sofort nach Ansetzen oder nach erfolgter End- 
einstellung vornehmen miissen. Das erstere war aus technischen 
Griinden nicht méglich, das zweite wegen der Gefahr des Verderbens 
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_ Abb. 4. 
Ko.W. des Paraglobulin-Goethitsol-Gemisches als Funktion des Pu. 

v 0,5 g/Liter Paraglobulin. A 1 g/Liter Paraglobulin. © 2 g/Liter Paraglobulin. 3g Liter 
Paraglobulin. ™» 4g/Liter Paraglobulin. + 5g/Liter Paraglobulin. @ Reines Goethitsol 
(gestrichelte Kurve). 

Die Pfeile bei 1600 bedeuten, daf bei dieser NaCl-Konzentration noch keine Fallung anftrat. 


der EiweiBkérper untunlich. Die Messungen wurden jeweils etwa 
20 Stunden nach dem Ansetzen ausgefiihrt. Wahrend dieser Zeit 


betrug die pa-Erhéhung sowohl im reinen Goethitsol wie in den Sol- 
EiweiBgemischen im allgemeinen nur 0,06 Einheiten. Die Ko. W. 
blieben, wie uns Stichproben zeigten, waihrend einiger Tage konstant. 
In den Tabellen sind den Ko. W. immer die gleichzeitig gemessenen px 
zugeordnet. 

Der Zusammenhang zwischen Ko. W. des Sol-EiweiBgemisches 
und der H’-Konzentration wird noch deutlicher, wenn die Ko. W. als 
Funktion des pg aufgetragen und die Werte gleicher EiweiBkonzentration 
zusammengefaBt werden. Dies ist in Abb. 4 geschehen; auBerdem 
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sind die Ko. W. des reinen Goethitsols + HCl aus Tabelle III in der 
gestrichelten Kurve vereinigt. Man sieht, daB der Ubergang von 
Flockung zur Schutzwirkung in einem sehr engen py-Bereich erfolgt: 
zwischen 4,4 und 5,0 bei der héchsten, zwischen 4,0 und 5,3 bei der 
kleinsten noch schiitzenden EiweiSkonzentration (2 g/Liter). Die 
Uberschneidungen der Kurven riihren von der verschieden starken 
Pufferung der verschiedenen EiweiBkonzentrationen her. 


Tabelle Il. 


pu und Ko. W. als Funktion der HCl-Konzentration und der Paraglobulin- 
konzentration (Konzentration des Goethitsols konstant = 0,24 g/Liter Fe). 

















HCl-Konzentration : 0,5.10-4 1,0.10-4 15.10-4 
Kiweib- Pu oe PH a PH ees 
we, aan ©. | Mo, W, |, we, 
ohne mit ohne mit ohne mit 
g/Liter G.S. G.S8. G.S. G.S. G.S. G.S. 
0,5 5,62 5,64 gett. 5,32 5,25 if 425 464 2,7 
1,9 5,41 5,77 5,25 542 O08 445 4,78 22 
2,0 5,21 5,28  gefl 467 514 1,0 
3,0 5.25 5,32 i 484 516 0,8 
4,9 5,24 5,35 ~ 494 513 0O8 
5,0 518 5,31 . 5,01 515 — get. 
H Cl-Konzentration : 2,0.10-4 3,0. 10-4 4,0.10-4 
a oe ae Ko. W. am Ko. W. — ae Ko. W. 
ohne mit ohne mit ohne mit 
g/Liter G.8. G.S. G. 3S. G. 3S. G.S. G.S. 
0,5 3,90 ? 5,3 3,71 3,95 7,5 348 3,62 60 
1,0 4.11 440) 2,7 3,85 394 105 3,64 3,78 60 
2,9 4,38 460 13 412 427 > 7,5 396 4,00 ~ 1600 
3,0 4,54 4,79 1,1 4,28 4,38 7,5 4,12 415 ~ 1600 
4,0 4,71) 4,88 0,8 4,43 4,54 2,7 4,25 4,32 ~ 1600 
5,0 4,80 | 4,94 gefl, | 4,54 | 4,68 19 435 442 > 1600 
Tabelle Ill. 


pa und Ko. W. als Funktion der HCl-Konzentration beim reinen Goethitsol. 
Goethitsol (c = 0.24 g/Liter Fe) + HCl. 





fHCI}.104: | 0 | 0.2 | 05 1,0 20 | 40 6.0 8,0 
po \ nach {| 618 58 566 | 468 418 366 3832 314 
Ko. W.| 24 Std.|) 1,3 2,7 2,7 7,5 15 60 120 180 


Ko. W. und Aufladung. 


Bezieht man die Ko. W. auf den px-Wert der Lésung als Parameter, 
so ergibt sich noch kein theoretisch befriedigendes Bild; denn wirksam 
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ist jedenfalls der Zustand der Micelle, und die Ionenkonzentration der 
Lésung ist nur ein indirekter Ausdruck dafiir. Die GréBe, auf die es 
ankommt, ist wahrscheinlich die Aufladung des Proteinmolekiils. 
Exakte Aussagen daiiber lieBen sich nur durch kataphoretische Mes- 
sungen machen; doch gelingt es mit Hilfe einiger vereinfachender 
Annahmen, auch aus den vorliegenden Versuchsdaten ein Bild zu ge- 
winnen, das sowohl in Hinblick auf die Ergebnisse dieser Arbeit wie 
gegeniiber kataphoretischen Versuchen anderer Autoren an ahnlichen 
Systemen recht plausibel erscheint. 

Wir setzen zunachst voraus, daB ohne Bedenken an Stelle von Ak- 
tivitaten Konzentrationen gesetzt werden kénnen. Da die gesamte ionale 
Konzentration 10-*° nicht iibersteigt, scheint diese Voraussetzung 
genigend erfullt. Ferner nehmen wir an, daB die Bindung der Cl’-Ionen 
an Protein gegeniiber der H’-Bindung zu vernachlassigen ist. Drittens 
sehen wir von der pu-Anderung ab, die beim Hinzukommen des Goethit- 
sols eintritt und betrachten lediglich den Aufladungszustand des 
Proteins ohne Goethitsol. 

Dann stehen uns zur Berechnung der positiven Aufladung des 
Proteins folgende Daten zur Verfiigung. 1. Kennen wir die gesamte 
zugesetzte H’-Menge und berechnen aus dem gemessenen px die H’-Kon- 
zentration in Lésung. Die Differenz beider Werte ergibt die gesamte 
an Protein gebundene H’-Menge; dividiert man sie durch die Protein- 
konzentration, so resultiert die pro Gramm Protein gebundene H’-Menge. 
2. Ist der isoelektrische Punkt (I.) zu beriicksichtigen. I. ist definitions- 
gemaB die H’-Konzentration in Lésung, bei der die Aufladung des 
Proteins gleich Null ist. Die H’-Konzentration einer reinen elektrolyt- 
freien Proteinlésung liegt zwischen I. und dem Neutralpunkt?!. Bei 
Zugabe von Séure wird also der erste H’-Anteil nur dazu verbraucht, 
den isoelektrischen Punkt zu erreichen, und tragt zur positiven Auf- 
ladung nicht bei. Um die wahre Aufladung zu ermitteln, muB daher 
die im I. pro Gramm Protein gebundene H’-Menge von der gesamten 
nach 1. ermittelten abgezogen werden. Es gilt demnach 


_ (HC}—[H') — (HCN, — [1] 
: [Pr] 


wenn Z die Zahl der (positiven) Ladungen pro Gramm Protein, [HCI] 
die zugesetzte HCl-Menge, [HCl]; die zur Erreichung von I. notwendige 
HCl-Menge, [H'] die H’-Konzentration in Lésung, [1.] die H’-Konzen- 
tration im isoelektrischen Punkt und [Pr] die Proteinkonzentration 
bedeutet. 


> 


1S. P. L. Sérensen, Ergebn. d. Physiol. 12, 495ff., 1912, zitiert nach 
L. Michaelis, Wasserstoffionenkonzentration, 2. Aufl., S. 62. 
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Im 1. soll nach Michaelis! die H’-Konzentration von der Protein- 
konzentration unabhangig sein. Auf Grund dieser Bedingung ergibt 
sich aus Tabelle IL: pyy = 5,25, [L.] = 0,56.10-° Mol/Liter, 
{HCl}, = 1. 10-4 Mol/Liter. Die so gewonnenen Zahlen sind in Abb. 5 
den Ko.W. zugeordnet. In der Abbildung sind die obersten Punkte der 
Abb. 4 fortgelassen, da sie keine eigent- 
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2s t gulation stattfand. Ebenso ist die 

WS + ol Kurve fir die Proteinkonzentration 

git | 0,5 g/Liter nicht eingezeichnet ; einmal 

| | ist die pu-Messung hier am unsichersten, 

- ‘Oe wr zweitens fallen Fehler im pu sehr viel 

aS Tro starker ins Gewicht als bei den hohen 

4 of—+—+— 4 —  Konzentrationen, so daB die Berech- 

is lore | | nung von Z keine sinnvollen Werte 
o- 2. 42 45.) mehr liefert. 

See ee. 2 Man sieht, daB alle Punkte, 
ee a ec aad die den EiweiBkonzentrationen 2 bis 
ladung des Proteinmolekiils. 5 g/Liter entsprechen, sehr angenahert 

4 1 g/Liter Paraglobulin. auf dieselbe Kurve fallen, waihrend die 

> sian tone ta Kurve fiir 1 g/Liter sich deutlich davon 

4g/Liter Paraglobulin. absetzt. Oberhalb einer Proteinkonzen- 


+ 5g/Liter Paraglobulin. : ia * 
tration von 2g/Liter hangt also der 


Ko. W. in erster Annaherung nur noch vom Aufladungsgrad des Protein- 
molekiils ab. Jsoelektrisches Protein flockt, mit zuanehmender Aufladung 
steigt der Ko.W., bei héherer Aufladung tritt schlieBlich Schutzwirkung 
ein. Unterhalb 2 g/Liter ist die Ladung des Proteins nicht mehr allein 
maBgebend, sondern der Zustand der ganzen Micelle (Goethitteilchen 
plus Protein) beginnt mitzusprechen. Die Uberschneidung in dieser 
Abbildung hat offenbar die Bedeutung, daB die Proteinkonzentration 
1 g/Liter weder ausreicht, im I. zu flocken, noch in hochgeladenem 
Zustand zu schiitzen. Links vom I. (Z =0) haben wir einfach die gegen- 
seitige Flockung entgegengesetzt geladener Kolloide vor uns. Die 
Proteinkonzentration 2 g/Liter ist auch bei dieser Betrachtungsweise 
in derselben Weise ausgezeichnet wie bei der véllig hypothesenfreien 
Darstellung der Abb. 4. Sie ist zugleich die untere Grenze der Schutz- 
wirkung und der Unabhangigkeit des Ko. W. von der EiweiBkonzen- 
tration bei Zuordnung zum Aufladungsgrad. 

Wie schon hervorgehoben, gilt diese Unabhangigkeit nicht streng; 
es hat vielmehr den Anschein, als ob gerade der Ubergang zur Schutz- 
wirkung um so geringere Ladung des Proteins erfordert. je héher dessen 


1 L.. Michaelis, |. ¢. 
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Konzentration ist. In diesem Gebiet werden die Verhaltnisse jedoch tiber-_ 
haupt komplizierter: bei der Ko. W.-Bestimmung stabilerer Solgemische 
nihert man sich der NaCl-Konzentration. die an sich schon peptisierend 
wirkt; untere und obere Nichtflockungszone gehen ineinander iiber. Eine 
quantitative Erfassung dieser Vorginge mu einer besonderen Unter 
suchung vorbehalten bleiben. 

Es ist von Interesse, daB auch bei Messungen der kataphoretischen 
Wanderungsgeschwindigkeit (k. W. G.) geschiitzter hydrophober Sole ein 
charakteristischer Schwellenwert der Proteinkonzentration auftrat. Freund. 
lich und Abramson! untersuchten die k. W. G. von Quarzteilchen in Ov- 
albuminlésungen verschiedener Konzentration bei variiertem pu. Sie 
fanden, daB oberhalb einer bestimmten Ovalbuminkonzentration die 
k. W. G. der Teilehen nur noch vom px abhing und quantitativ mit der 
des reinen Ovalbumins? iibereinstimmte. Ebenso verhielt sich nach 
Messungen von Prideaux und Howitt® durch Ovalbumin geschiitztes Goldsol. 
Man mu8 annehmen, da8 die hydrophoben Teilchen Protein an ihrer Ober- 
fliche adsorbieren; sobald dessen Konzentration ausreicht. die Oberfliche 
vollig zu bedecken, verhalten sie sich beziiglich ihrer k. W. G., also ihrer 
Ladung. wie Protein. Freilich darf man auf diese Ahnlichkeit nicht zu 
starkes Gewicht legen, denn es ist doch ein sehr wesentlicher Unterschied 
zwischen dem Verhalten der k. W.G. und der Koagulierbarkeit durch 
Klektrolvte. Die Koagulierbarkeit ist bei gemischten Solen aus Eisenoxyd 
und Protein in der Nahe des isoelektrischen Punktes viel gr6éBer als beim 
reinen Proteinsol und gehorcht auch anderen Gesetzen, obwohl keine 
Abhangigkeit von der Konzentration des Proteins mehr erkennbar ist, man 
also vermuten méchte, da8 das Protein die Eisenoxydteilchen véllig umhiillt. 


Einheitliche Theorie der Sensibilisierung und Schutzwirkung in Protein- 
Eisenoxydsolgemischen. 

Diese Versuche kénnen als Modellversuche fiir die Vorgange beim 
Zusammentreten Grahamscher Sole mit EiweiBkérpern dienen, wenn 
auch eine quantitative Ubereinstimmung naturgemaB nicht zu erwarten 
ist. Es ist danach méglich, eine einheitliche Deutung aller an Eisen- 
oxydsol-Eiweibgemischen beobachteten Stabilitatsanderungen zu geben. 

Sie laBt sich kurz so darstellen: Die individuelle Verschiedenheit 
der von Lindau und von uns untersuchten Fe,O;-Sole besteht vor allem 
in ihrem verschiedenen H’-Gehalt. Unterschiede der TeilchengréBe 
sind fiir die Gestalt der Ko. W.-Kurve offenbar nicht von Bedeutung. 
Wird Eiwei8 einem Sol mit héherer H’-Konzentration zugesetzt, 
so werden die ersten EiweiBmengen die H’-Konzentration nur wenig 
erniedrigen, sich dabei stark aufladen und bereits eine geringe Schutz- 
wirkung ausiiben kénnen. Weiter hinzukommendes Eiweib wird, 
da geniigend H’ verfiigbar sind, die Schutzwirkung sehr bald bis zum 
Extrem steigern: stetig steigende Kurve (Beispiel: 3 in Abb. 3). Ist 
die H’-Konzentration sehr gering, so werden die ersten EiweiBmengen 


 Zeitschr. f. phys. Chem. 133. 51, 1928. 
2 Nach T. Svedberg u. A. Tiselius, Journ. Am. Chem. Soc. 48, 2272, 1926. 
* Proc. Roy. Soc. London (A) 126, 126, 1930. 
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schon praktisch alle H’ binden; kommt mehr Eiwei8 hinzu, so verteilt 
sich die begrenzte H’-Menge mehr und mehr, und der zur Schutzwirkung 
notwendige Minimalbetrag der Aufladung wird mehr und mehr unter- 
schritten, bis schlieBlich spontane Flockung eintritt: stetig abfallende 
Kurve (lin Abb. 3). Liegt die H’-Konzentration zwischen diesen Grenz- 
werten, so kann der Fall eintreten, daB bei einer bestimmten mittleren Ei- 
weiBkonzentration die Aufladung gerade geniigt, um Schutzwirkung her- 
vorzurufen bzw. Sensibilisierung zu kompensieren, wihrend bei héheren 
Konzentrationen die H’-Menge nicht mehr dazu ausreicht. Die Kurve 
hat dann ein Minimum und ein Maximum (wie Kurve 2 in Abb. 3). 

Diese Kurve enthalt tatsachlich eine Bodenkérperbeziehung. Als,,Boden- 
kérper“ ist hier Protein-Goethitmicelle anzusehen, als Peptisator das H’-Ion. 
Die Kurve ist also: konstanter Peptisator, steigende Bodenkérpermenge. 

Von der Rolle der Gegenionen (Cl’) wurde in dieser schematischen 
Betrachtung zunachst véllig abgesehen. Es ist anzunehmen, daB sie eine 
entgegengesetzte Wirkung ausiiben, die aber sehr viel geringer ist als die 
der H’-Ionen, entsprechend ihrer geringeren Bindung an Protein. 


Zusammenfassung. 

Fir das Auftreten einer Schutzwirkung in Paraglobulin-Kisen- 
oxydsolgemischen wird als Bedingung neben geniigender Konzentration 
des Schutzkolloids die Anwesenheit von Ionen festgestellt. 

Versuche mit dem sehr ionenarmen Goethitsol und _ elektro- 
dialytisch gereinigtem Paraglobulin ergeben: 

1. Reines Paraglobulin flockt Goethitsol. 

2. Zusatz von Saéure, Lauge, Neutralsalz stabilisiert. 

Die Wirkung von HCl auf den Koagulationswert (Ko. W.) wird 
unter gleichzeitiger pa-Messung naher verfolgt. 

Es ergibt sich, daB fiir den Ko. W. des Protein-EKisenoxydsol- 
gemisches sowohl die Konzentration als auch die aus den px-Werten 
errechnete Aufladung des Proteins maBgebend sind. Oberhalb einer 
bestimmten Sattigungskonzentration an Protein ist die Aufladung 
in erster Naherung allein entscheidend. Diese Konzentration ist zudem 
die untere Grenze fiir das Auftreten einer Schutzwirkung. 

Auf Grund dieser Versuche wird eine einheitliche Deutung der an 
Grahamschen Solen bei Zugabe von Proteinen beobachteten Stabilitats- 
anderungen gegeben. 


Die vorliegenden Arbeiten wurden in der Zeit von April 1929 bis Marz 
1931 im Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro- 
chemie, Berlin-Dahlem, ausgefiihrt. 

Herrn Prof. Dr. Herbert Freundlich méchte ich auch an dieser 
Stelle fiir sein reges und férderndes Interesse an diesen beiden 
Arbeiten meinen herzlichsten Dank sagen. 
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Acetessigsiure und Hefe. 
Von 
E. Friedmann. 
(Aus der Physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 6. Oktober 1931.) 


Zu den groBen, ungelésten Problemen des intermediaren Stoff- 
wechsels gehért die Frage nach dem Zusammenhang des Kohlenhydrat- 
stoffwechsels mit dem Erscheinen und dem Abbau der linksdrehenden 
B-Oxybuttersiure im Tierkérper, die bei St6rungen des Kohlenhydrat- 
stoffwechsels als unvollstandiges Oxydationsprodukt der Fette auf- 
tritt und unangegriffen den Tierkérper verlaBt. Dieser Zusammen- 
hang hat seinen pragnantesten Ausdruck in dem beriihmten Satze 
G. Rosenfelds gefunden: ,,Die Fette verbrennen im Feuer der 
Kohlenhydrate“. Die Durchdringung dieses physiologischen Bildes 
mit chemischen Gesichtspunkten hat P. A. Shaffer! zu der Hypo- 
these gefiihrt, daB die Kohlenhydrate oder ihre Abkémmlinge mit 
Acetessigsiure eine Synthese eingehen, und daB dieses Kupplungs- 
produkt im Gegensatz zur freien f-Oxybutterséiure der Oxydation im 
Tierkérper anheimfallt, eine Vorstellung, die deutlich die groBen Ge- 
dankenginge O. Schmiedebergs? iiber den Zusammenhang zwischen Oxy- 
dationen und Synthesen im Tierkérper widerspiegelt. Bis in die jiingste 
Zeit wird versucht, die Shaffersche Hypothese durch chemische Experi- 
mente zu stiitzen. Nachdem C. Neuberg* und Mitarbeiter das Methy]- 
glyoxal als Abbauprodukt des Zuckers nachgewiesen hatten, hat 
M. Henze* Versuche angestellt, Acetessigsiure mit Methylglyoxal zu 
kondensieren; sie deuten den Weg an, auf dem namhafte Physiologen 
die Lésung der Frage nach dem Zusammenhang zwischen Kohlen- 
hydrat- und Fettstoffwechsel zu finden hoffen. 

Im Rahmen dieser Vorstellung haben St. Weiss und M. Altai®, ge- 
stiitzt auf die Versuche von H. Lundin®, der gezeigt hat, daB Hefe 


1 P. A. Shaffer, Journ. of biol. Chem. 47. 433, 1921; 49, 143, 1921; 
54, 399, 1922; P. A. Shaffer u. T. EB. Friedemann, ebendaselbst 61, 585, 1924. 

2 O. Schmiedeberg, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 14, 288, 1881. 

3 C. Neuberg, diese Zeitschr. 203. 463, 1928 u. ff. 

4 M. Henze u. R. Miller, Hoppe-Seyler 189, 121, 1930; 193, 88, 1930: 
195, 248, 1931; 200, 101, 1931. 

> St. Weiss u. M. Altai, Zeitschr. f. exper. Med. 47, 606, 1925. 

5 H. Lundin, diese Zeitschr. 142, 463, 1922. 
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Acetessigsaure bei Abwesenheit von Zucker anzugreifen vermag, den 
Umsatz der Acetessigsiure durch girende Hefe mit dem Umsatz der 
Acetessigsaure bei Abwesenheit von Zucker verglichen. Sie fanden, 
daB der Umsatz der Acetessigsiure durch giirende Hefe ein Mehrfaches 
des Umsatzes der Acetessigsiure bei Abwesenheit von Zucker betragt, 
und deuten ihre Versuche im Sinne der Shafferschen Vorstellung. 

Die von Weiss und Altai beim Studium der Hefe beobachteten 
Vorgange sind als physiologische Modellreaktionen fiir die Vorgange des 
Acetessigsaureabbaues im Tierkérper aufgefaBt worden. Es war daher 
zu hoffen, daB eine eingehende chemische Untersuchung dieser Reaktion 
auch einen Einblick in die scheinbar ahnlichen Verhaltnisse im Tier- 
kérper geben wiirde. 

Uber die Produkte, die aus Acetessigsiure durch Hefe gebildet 
werden, ist nichts Sicheres bekannt. Es liegt zwar eine altere Angabe 
von O. Neubauer! vor, daB Acetessigsiure durch girende Hefe in rechts- 
drehende £-Oxybuttersaure iibergeht, aber diese Angabe ist ohne experi- 
mentelle Belege geblieben, und bis heute ist kein Umwandlungsprodukt 
der Acetessigsiure durch Hefe, sei es bei Anwesenheit, sei es bei Ab- 
wesenheit von Zucker isoliert worden. 

Ich habe versucht, diese Liicke auszufillen?, und berichte im 
folgenden tiber die Isolierung der sauren Umwandlungsprodukte der 
Acetessigsiure durch garende und nicht garende Backereihefe. 


I. 

Die Atherextrakte der Versuchsansitze girender Hefe zeigten 
intensiv saure Reaktion. Ihre wasserige Lésung drehte die Ebene des 
polarisierten Lichtes nach rechts und lieferte, mit Schwefelsiure de- 
stilliert, Crotonsaure. 

Diese Befunde machten die Anwesenheit von rechtsdrehender 
f-Oxybuttersdure in den atherischen Ausziigen wahrscheinlich. Ihre 
Isolierung erfolgte als Methylester nach Veresterung mit Diazomethan, 
das bereits von F.G. Fischer® bei der Untersuchung biologischen Materials 
benutzt worden ist, und fraktionierte Vakuumdestillation der gebildeten 
Methylester unter Verwendung der Widmer-Spirale*. Hierbei wurde 
neben einem geringfiigigen, bei 41 bis 44° und 1] mm siedenden, 
scharf abzutrennenden Vorlauf eine bei 64 bis 68,5° und 1] mm siedende 
Hauptfraktion erhalten, die aus B-Oxybuttersduremethylester bestand. 
Der Ester erwies sich als rechtsdrehend. Er wurde nach dem Beispiel 
von H. Franzen und EF. Schuhmacher® fiir den Nachweis der Apfelsaure 


' O. Neubauer, Zentralbl. f. Physiol. 25, Nr. 23. 

2 E. Friedmann, Die Naturwissensch. 19, 400, 1931. 

8 F.G. Fischer, B. 60, 2261, 1927. 

* G. Widmer, Helv. Chim. Acta 7, 59, 1924. 

5 H. Franzen u. E. Schuhmacher, Hoppe-Seyler 115, 30, 1921. 
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durch Darstellung des prachtig kristallisierenden Hydrazids vom 
Schmelzpunkt 132° (unkorr.) charakterisiert. [d (+ )-8-Oxybuttersaure 
und d(-+ )-f-Oxybuttersaéuremethylester sind synthetisch von P. A. Levene 
und H. L. Haller! dargestellt worden.) 

Die Methylester des Vorlaufes mehrerer Darstellungen wurden ver- 
einigt und erneut im Vakuum rektifiziert. Die Hauptmenge ging bei 
40 bis 44° (9 mm) iiber. Diese Fraktion wurde untersucht. 

Thr Siedepunkt, 40 bis 44° (9 mm), legte die Vermutung nahe, daB 
es sich um Milchsauremethylester (Kp.,, 48°)* handelte. Dieser Ver- 
mutung entsprechend wurde die Aufarbeitung vorgenommen. Aus dem 
durch Kochen mit Zinkoxyd verseiften Ester wurde das Zinksalz er- 
halten. Dieses wertvolle und bisher nicht zu ersetzende Salz der Milch- 
siure erméglichte die Trennung von racemischer und optisch aktiver 
Milchsaure durch fraktionierte Kristallisation. Neben d, l-Milchsdure 
wurde die der d-Reihe angehérende linksdrehende Milchsdéure® isoliert. 


Die Versuchsansiétze, die durch Einwirkung von Hefe auf Acet- 
essigsdure bei Abwesenheit von Zucker erhalten waren, wurden in der 
gleichen Weise verarbeitet wie die Versuchsansatze mit garender Hefe. 

Die Atherextrakte wurden mit Diazomethan verestert. Die ge- 
wonnenen Methylester lieferten bei der Destillation im Vakuum unter 
Benutzung der Widmer-Spirale einen Vorlauf, der bei 44 bis 46° und 
12 mm tiberging und eine bei 62 bis 68° (12 mm) siedende Hauptfraktion. 

Aus dem Vorlauf konnten d,1l-Milchsdure und d (—)-Milchsdure 
isoliert werden. 

Die Hauptfraktion lieferte rechtsdrehenden B-Oxybuttersdiuremeth yl- 
ester. 

Methodisch sei hervorgehoben, da das angewandte Verfahren eine 
scharfe priparative Trennung der biologisch wichtigen Sauren, Milch- 
siure und f-Oxybuttersdure, erlaubt. 


Il. 

Die spezifische Drehung des rechtsdrehenden $-Oxybuttersaure- 
methylesters, der aus Acetessigsdure durch girende Hefe erhalten wurde, 
betrug: 

(alp == + 25,489 (+ 0,019) (1) 
und bei Wiederholung: 


[a]#} —= + 23,689, (2) 


1 P. A. Levene u. H.L. Haller, Journ. of biol. Chem. 69, 165, 1926. 
2 Patterson, Forsyth, Soc. 108, 2266. 
3 K. Freudenberg, W. Kuhn, I. Baumann, B. 68, 2380, 1930. 
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wahrend fiir die spezifische Drehung des aus Acetessigsiure durch Hefe 
bei Abwesenheit von Zucker erhaltenen B-Oxybuttersiuremethylesters 
‘ [a] = + 17,120 (3) 
gefunden wurde. 
Demnach sind: 


1. die spezifischen Drehungen der rechtsdrehenden aus Acetessig- 
siure und girender Hefe erhaltenen Ester untereinander verschieden 
[(1) > (2)]. 

2. die spezifischen Drehungen der rechtsdrehenden, aus Acetessig- 
siure und garender Hefe gewonnenen Ester gréBer als die spezifischen 
Drehungen der aus Acetessigséure und Hefe bei Abwesenheit von Zucker 
isolierten Ester [(1) und (2) > (3)]. 

Diese Beobachtungen kénnen durch die Annahme erklart werden, 
dag dem unter verschiedenen Bedingungen gewonnenen, rechtsdrehenden 
p-Oxybuttersduremethylester d,l-Ester in wechselnder Menge beigemischt 
ist. Da die isolierten Ester die gleiche Elementarzusammensetzung 
haben und lediglich in der spezifischen Drehung einen Unterschied auf- 
weisen, hat diese Annahme einen hohen Grad von Wahrscheinlichkeit. 


Die Annahme besagt, daB neben rechtsdrehender $-Oxybutterséure 
auch linksdrehende f-Oxybuttersiure bei der Umwandlung von Acet- 
essigsiure in $-Oxybuttersaiure auftritt, oder anders ausgedriickt, dap 
die Uberfiihrung von Acetessigsiiure in f-Oxybuttersdure durch Hefe 
sterisch kein einheitlicher ProzeB ist. 

Dies gilt ganz besonders fiir die Interpretation der auffallend 
niedrigen spezifischen Drehung, die fiir den aus Acetessigsiure und Hefe 
bei Abwesenheit von Zucker gewonnenen rechtsdrehenden f-Oxybutter- 
siuremethylester im Vergleich zu dem Wert des bei Anwesenheit von 
Zucker gebildeten, rechtsdrehenden $-Oxybuttersiuremethylesters er- 
halten worden ist, um so mehr als die phytochemische Reduktion der 
Acetessigsiure bei Abwesenheit von Zucker nach GréBenordnung und 
zeitlichem Verlauf, wie an anderer Stelle gezeigt werden soll, véllig 
verschieden ist von der phytochemischen Reduktion der Acetessig- 
siure bei Gegenwart von Zucker. 

Da wir iiber keine Methode verfiigen, d, 1]-6-Oxybuttersiiure neben 
optisch aktiver B-Oxybutterséure nachzuweisen, wird zurzeit versucht, 
eine Methode zum direkten Nachweis von d, |-8-Oxybutterséure neben 
optisch aktiver f-Oxybuttersiure auszuarbeiten. 


Uber die racemisierende Wirkung der zur Veresterung benutzten 
Katalysatoren sowie iiber die Entstehung starker drehender Neben- 
produkte bei der Einwirkung von Diazomethan auf optisch aktive 
Oxysiiuren wird gesondert berichtet. 
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IV. 

In den vorstehenden Ausfiihrungen sind die stofflichen Beziehungen 
zwischen Acetessigséure und rechtsdrehender $-Oxybuttersaure als vor- 
handen angenommen worden. Diese Annahme war experimentell zu 
prifen. Ebenso war zu untersuchen, ob der Befund von d,1- und 
d (—)-Milchséure in Beziehung zur umgesetzten Acetessigséure steht. 

Die Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, daB der Backerei- 
hefe bei Abwesenheit von Zucker eine dem zugefiigten acetessigsaurem 
Kalium aquivalente Menge primares Kaliumphosphat zugesetzt wurde. 
Die Dauer der Einwirkung und die Aufarbeitung der Versuchsansitze 
war die gleiche wie in den Versuchen, in denen acetessigsaures Kalium 
der Hefe angeboten war. 

Die Destillation der aus den Atherextrakten durch Einwirkung von 
Diazomethan erhaltenen Methylester ergab eine bei 11 mm und 44 bis 
46" siedende Esterfraktion, deren Verseifung mit Zinkoxyd ein Gemisch 
der Zinksalze der d, ]-Milchsaure und der d(—)-Milchsaure lieferte, das 
durch fraktionierte Kristallisation getrennt werden konnte. §-Oxy- 
butterséuremethylester war nicht vorhanden. 

d, l- Milchsdure und d(— )-Milchsdure werden, wie der Versuch zeigt, 
von der untersuchten Hefe ! sowohl bei Anwesenheit wie bei Abwesenheit 
von acetessigsaurem Kalium gebildet. Sie stehen daher in keiner er- 
kennbaren, stofflichen Beziehung zur umgesetzten Acetessigsdure. Dagegen 
besteht dieser Zusammenhang fiir die isolierte p-Oxybuttersdure, da diese 
nur bei Anwesenheit von acetessigsaurem Kalium in den Versuchs- 
ansatzen auftritt. 

Vv. 


Die praparativen Ausbeuten an rechtsdrehendem /$-Oxybutter- 
siuremethylester aus Acetessigsiure und girender Béackereihefe be- 
tragen 100, 93,4 und 86° der in den Versuchsansatzen durch die GroBe 
der Rechtsdrehung angezeigten rechtsdrehenden f-Oxybuttersiure. 

Die GréBe der Rechtsdrehung, die in den Versuchsansiatzen bei 
Einwirkung von garender Backereihefe auf Acetessigsiure beobachtet 
worden ist, zeigt in neun Bestimmungen eine Ausbeute an rechts- 
drehender f-Oxybuttersiure von 30 bis 44°, im Mittel von 38°,, der 
zugesetzten Acetessigsiure an. Wie erwahnt, kénnen hiervon 86 bis 
100°, als Methylester isoliert werden. Diese Zahlen gelten fiir das 
nach 16 Stunden erreichte Gleichgewicht unter den im experimentellen 
Teil beschriebenen Versuchsbedingungen. 


1 Da kaufliche Backereihefe zur Verwendung kam, ist trotz des Zu- 
atzes von 1°,, Toluol die Anwesenheit von Milchsaéure bildenden Bakterien 
nicht auszuschlieBen. 
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In Abwesenheit von Zucker sind in 48 Stunden bei Zusatz von 
1°, Toluol unter den im Versuchsteil geschilderten Bedingungen 13 
und 17°, der zugesetzten Acetessigsaure in rechtsdrehende, durch 
Polarisation bestimmbare /-Oxybuttersaure iiberfiihrt. Von der vor- 
handenen, rechtsdrehenden f£-Oxybuttersaure kénnen 95°, als Methyl- 
ester isoliert werden. Die Beimengung von Racemkorper erklart auch 
hier die GréBe der Ausbeute. 

Vi. 

Von Interesse sind die sterischen Beziehungen, die sich aus dem 
Befund von rechtsdrehender f-Oxybuttersaure bei der Einwirkung von 
Backereihefe auf Acetessigsdure ergeben. 

Wahrend im Tierkérper Acetessigsiure durch Leberbrei, wie ich 
und C. Maase! entdeckt und fast gleichzeitig H.D. Dakin und 
A.J. Wakeman? gefunden haben, zu linksdrehender p-Oxybutterséure 
reduziert wird, arbeitet die Hefe in sterisch entgegengesetzter Richtung 
und fiihrt Acetessigsiure in rechtsdrehende #-Oxybuttersaure iiber. 
Durch einen anderen Mechanismus liefert Phenylglyoxal, wie Paul 
Mayer® gezeigt hat, je nach Art des angreifenden biologischen Materials 
die optischen Antipoden, und zwar d(—)-Mandelsaure unter Einwirkung 
von Baccillus ascendens und 1(-+)-Mandelséiure unter dem EinfluB von 
Laktobakterien und ihrer Acetondauerpraparate, wahrend die frischen 
Extrakte tierischer Gewebe nach H D. Dakin und H.W. Dudley* aus 
Phenylglyoxal neben d, ]-Mandelsiure d(—)-Mandelsdure bilden. In 
die gleiche Gruppe von Erscheinungen gehért die Beobachtung von 
O. Neubauer und K. Fromherz®, nach der d, l-Phenylaminoessigsaure 
durch Hefe in linksdrehende Acetyl-phenylaminoessigsaéure umgewandelt 
wird, wahrend nach O. Neubauer und O. Warburg® bei der Durch- 
blutung von Hundelebern mit d, l-Phenylaminoessigsdure die rechts- 
drehende Acetyl-phenylaminoessigsaure erhalten wird. 

Die Umwandlung des Phenylglyoxals in die antilogen Oxysaiuren 
fiihrt, dank der umfassenden Konfigurationsbestimmungen K. Freuden- 
bergs? und seiner Mitarbeiter, zu konfigurativ bestimmten Endprodukten. 
Diese Sicherheit ist durch die Untersuchungen der letzten Jahre auch 


1 E. Friedmann u. C. Maase, Miinch. med. Wochenschr. 1910, Nr. 34 
und die hier zitierte Literatur; diese Zeitschr. 27, 474, 1910. 

2 H D. Dakin, Journ. Amer. med. Ass. 54, 441, 1910; H. D. Dakin u. 
A. J. Wakeman, Journ. of biol. Chem. 8, 105, 1910. 

3 Paul Mayer, diese Zeitschr. 174, 420, 1926. 

4H. D. Dakin u. H. D. Dudley. Journ. of biol. Chem. 14, 429, 1913. 

5 O, Neubauer u. K. Fromherz, Hoppe-Seyler 70, 333, 1910. 

® O. Neubauer u. O. Warburg, ebendaselbst 70, 1, 1910. 

7 K. Freudenberg, F. Bruns, H. Siegel, B. 56, 193, 1923; K. Freudenberg, 
W. Kuhn, T. Baumann, B. 68, 2380, 1930. 
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fiir die Beurteilung der Konfiguration der links- und rechtsdrehenden 
B-Oxybuttersiure gewonnen worden, nachdem die ersten Versuche von 
E. Abderhalden und E. Eichwald' die Konfiguration der linksdrehenden 
p-Oxybuttersaure zu bestimmen, keine endgiiltige Aufklarung der Kon- 
figuration dieser Saure erbracht hatten. P. Karrer und W. Klarer® 
bauten linksdrehende 6-Oxybuttersiure zum linksdrehenden Propylen- 
glykol ab, P. A. Levene und A. Walti® bauten vom 1|-Propylenglykol 
uber l-Bromhydrin und |-$-Oxybuttersaurenitril 1-8-Oxybuttersaure auf. 
Da nach P. A. Levene und H. L. Haller* die Reduktion des 1(+)-Milch- 
siiureesters | (—)-Propylenglykol liefert, so besteht der sterische Zu- 
sammenhang 1(-+ )-Milchsaiure <> 1(—)-£-Oxybutterséure. Die links- 
drehende $-Oxybuttersiure gehért also zur 1-Reihe und demnach die 
rechtsdrehende f-Oxybuttersaure zur d-Reihe. Hieraus ergeben sich 
fiir den Stoffwechsel der Hefe folgende sterische Beziehungen: 

1. Phenylglyoxylsiure wird, wie O. Neubauer und K. Fromherz® 
gefunden haben, durch Hefe in d(—)-Mandelsaure iiberfiihrt. 

2. C. Neuberg® hat festgestellt, daB aus Methylglyoxal unter der 
Einwirkung von Hefe etwa 70°, d(—)-Milchsaéure hervorgehen. 

3. Hefe bildet aus Phenylglyoxal nach den Beobachtungen von 
H. D. Dakin und H. W. Dudley* d(— )-Mandelsiure. 

4. Wie in dieser Arbeit gezeigt wird, tritt im Stoffwechsel der 
untersuchten Backereihefe neben d, l-Milchsiure d(—)-Milchséure auf, 
ein Resultat, das die Angabe Mc Kenzies* bestitigt, nach der die 
inaktive Garungsmilchsaure stets von optisch aktiver Saure be- 
gleitet wird. 

5. Die alkoholische Garung der Aminosauren ergibt nach den grund- 
legenden Untersuchungen von Felix Ehrlich® den Abbau derjenigen 
Aminoséuren, die den natiirlich vorkommenden sterisch entsprechen. 
Da diese der |-Reihe angehéren™, bleibt die d-Komponente zuriick. 


E. Abderhalden u. E. Eichwald, B. 51, 1315, 1918. 

P. Karrer u. W. Klarer, Helv. Chim. Acta 8, 393, 1925. 

P. A. Levene u. A. Walti, Journ. of biol. Chem. 68, 415, 1926. 

. A. Levene u. H. L. Haller. Journ. of biol. Chem. 67. 329, 1926. 
O. Neubauer u. K. Fromherz, Hoppe-Seyler 70, 336, 1910. 

C. Neuberg, diese Zeitschr. 51, 507, 1913. 

7 H.D. Dakin u. H.W. Dudley, Journ. of biol. Chem. 14, 429, 1913. 
Me Kenzie, Soc. S87, 1375. 

® Felix Ehrlich, Zeitschr. d. Ver. d. Deutsch. Zuckerindustr. 55, 539, 
1905; B. 39, 4072. 1906; B. 40, 1027, 1907; Landw. Jahrb. 38, Ergiainzungsb. 5, 
2896, 1909. 

10 K. Freudenberg u. F. Rhino, B. 57, 1547, 1923; P. Karrer. Helv. 6. 
957, 1923; P. Karrer, K. Escher u. R. Widmer, Helv. 9, 301, 1926; P. Karrer 
u. S. Storm, Helv. 9, 309, 1926; P. Karrer u. M. Ehrenstein, Helv. 9. 323. 
1926; P. Karrer u. W. Kehl, Helv. 13. 50, 1930. 
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6. Acetessigsaure wird durch Hefe in d(+)-/-Oxybuttersaiure 
uberfiihrt. 

Diese Beobachtungen zeigen die in die d-Reihe fiihrenden Wege des 
Hefestoffwechsels. 

Dieses scheinbar einheitliche Resultat kann auf verschiedenen 
Wegen erhalten werden. In Betracht kommen: 

a) bevorzugte Bildung der d-Komponente, 

b) bevorzugter Angriff der 1-Komponente, 

c) das Zusammenspiel dieser beiden, sich im Endresultat addieren- 
den Vorgange. 

Die Bildung der d(—)-Mandelséure aus Phenylglyoxylsaure ist 
einwandsfrei von O. Neubauer und seinen Mitarbeitern als asymmetrische 
Reduktion erwiesen worden, da d, l-Mandelsaure von Hefe kaum an- 
gegriffen wird. Hier handelt es sich also um eine bevorzugte Bildung 
der d-Komponente. 

Das Auftreten von den der d-Reihe angehérenden Aminosauren bei 
der alkoholischen Garung von d, l-Aminosduren, entspricht, wie nach- 
gewiesen, bevorzugtem Angriff der |-Komponente. 

Die Entstehung der rechtsdrehenden /-Oxybuttersaéure auf einen 
dieser Vorginge oder auf beide zuriickzufiihren, ist vorlaufig nicht 
méglich, da wir tiber das Schicksal der d,1l- und der linksdrehenden 
f-Oxybutterséure im Stoffwechsel der Hefe nicht geniigend orientiert 
sind.! Zwar zeigen die Versuche von J. Marian®, daB  sauerstoff- 
geschiittelte Hefe d, 1-8 Oxybutterséure nicht anzugreifen vermag, aber 
da der Angriff der #-Oxybuttersiure nicht notwendigerweise vom 
Sauerstoff ausgehen muB, ist die Frage, ob die Bildung der rechts- 
drehenden /-Oxybuttersiure eine asymmetrische Reduktion oder eine 
bevorzugte Verarbeitung der 1-Komponente darstellt, als offen zu be- 
zeichnen. 

Um MiSdeutungen vorzubeugen, sei darauf aufmerksam gemacht. 
daB die hier zusammengestellten, in die d-Reihe fiihrenden Wege de: 
Hefestoffwechsels vielleicht Bedeutung fiir praparative Zwecke oder 
zur Beurteilung von Konfigurationsfragen gewinnen kénnen, da aber 
daran festzuhalten ist, daB der physiologische Hauptweg auch des Hefe- 
stoffwechsels in die 1-Reihe fiihrt. Oder anders ausgedriickt: die 
isolierten, der d-Reihe angehérenden Substanzen sind Endprodukte, 
nicht Zwischenprodukte des Hefestoffwechsels. 

Dies gilt unter bestimmten Einschrankugen auch fiir den Tier- 
kérper, und das Auftreten von Séuren wie die d(—)-Mandelsaure und 


' C. Neuberg u. L. Tir, diese Zeitschr. 32, 329, 1911. 
2 J. Marian, ebendaselbst 150, 281, 1924. 
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die d(—)-p-Oxy-p-phenylpropionséure im intermediadren Stoffwechsel 
zeigt wohl auch hier das Ende einer Reaktion:folge an. 
Vil. 

Der Ubergang von Acetessigsiure in #-Oxybuttersiure stellt 
eine vitale Reduktion durch Hefe dar. Dieser Vorgang  reiht 
sich den von Carl Neuberg' und seinen Mitarbeitern in groB an- 
gelegten Serienuntersuchungen studierten Reduktionsprozessen, die 
durch Hefen ausgefiihrt werden kénnen, an, Vorgange, die 
Carl Neuberg treffend als ,,phytochemische Reduktionen’ _ be- 
zeichnet hat?. 

Die Aufklarung des untersuchten Reduktionsvorganges ware unvoll- 
standig, wennes nicht gelange, die Quelle des Wasserstoffs festzustellen, 
der die Gruppe > C=O in die Gruppe ~ CH (OH) iiberfiihrt, oder 
anders ausgedrickt, die mit der Reduktion der Carbonylgruppe gekoppelte 
Oxydation zu ermitteln. Dies ist in dem vorliegenden Falle, der Re- 
duktion der Acetessigsiure zu f-Oxybuttersaure durch girende Hefe 
in so weit méglich, als man mit Bestimmtheit die Kohlenhydrate als die 
Quelle des Wasserstoffs fiir die Reduktion der Acetessigsdure bezeichnen 
kann und es in Fortsetzung alterer Versuche die Kohlenhydrate durch 
die im Stoffwechsel der Hefe auftretenden Spaltprodukte des Zuckers 
zu ersetzen, méglich erscheint, diesen Vorgang chemisch zu formulieren. 
Dies behalte ich mir nach AbschluB der nach dieser Richtung an- 
gestellten Untersuchungen vor, ebenso die Ubertragung der Aufklarung 
des chemischen, der Wirkung der Kohlenhydrate auf den Umsatz der 
Acetessigséure zugrunde liegenden Vorgangs auf die Verhaltnisse des 
Tierkérpers. 

Schon jetzt kann mit gutem Recht behauptet werden, das der 
beriihmte Satz G. Rosenfelds ,,die Fette verbrennen im Feuer der 
Kohlenhydrate* fiir die Hefe nicht richtig ist. — Zunachst brennen die 
Kohlenhydrate im Feuer der Acetessigsaure. 


Experimenteller Teil. 

Als BackereipreBhefe wurden die von den PreShefefabriken in 
Hintelbank bei Olten und in RPheinfelden hergestellten PreBhefen  ver- 
wendet. 

Als Kohlenhydrat kam Glucose oder Rohrzucker zur Benutzung. 

Zur Erzielung eines Gemisches von bestimmtem px-Gehalt, bei dem 
die Versuche angesetzt wurden, diente die nach Clark und Lubs hergestellte 
Pufferldsung vom py = 2*. 


' Vgl. die Zusammenstellung bei Car] Oppenheimer. Die Fermente. 
V. Aufl., 2, 1549, 1926. 

2 ©. Neuberg u. R. Welde, diese Zeitschr. 60. 472, 1914. 

* Vel. Ludwig Pincussen in Carl Oppenheimer u. Ludwig Pincussen, 
Die Methodik der Fermente 1929, S. 617. 
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1. Nachweis einer rechtsdrehenden, bei der Einwirkung von gdrender Hefe aut 
acetessigsaures Kalium entstehenden Sdure. 


A. Bereitung der Stammlésungen. 


1. 6g Kaliumhydroxyd (1/10 Mol, ber. 5,6g) werden in 200 cem 
Wasser gelést und mit 13g Acetessigsiuredithylester (1/10 Mol) versetzt. 
Nach Umschitteln und Stehen iiber Nacht wird die Reaktionsfliissigkeit 
zur Entfernung unveranderten Esters und gebildeten Acetons im Vakuum 
auf etwa 100 ccm eingeengt. Die erhaltene Fliissigkeit wird mit 2 n Kali- 
lauge gegen Lackmus neutralisiert und im MeBkolben auf 200 cem auf- 
gefiillt (Acetessigsiurelésung). 

Zur Bestimmung des Acetessigsiuregehaltes dieser Lésung werden 
5cem <Acetessigsiurelésung im MeBkolben auf 200 ccm aufgefiillt. Die 
Acetonbestimmung erfolgte in je 10 cem der verdiinnten Lésung nach 
Messinger-Huppert. Die Titration wurde mit n/20 Jod- und n/20 Thio- 
sulfatlésung vorgenommen. 

50 cem Acetessigsiurelésung enthielten 1,1395 g¢ Acetessigsaure. 

50 ccm Acetessigsiurelésung werden mit Wasser im MeBkolben zu 
250 cem gelést (Lésung I). 

2. 100 g Glucose werden mit Wasser im MeBkolben zu 250 cem geldést 
(Lésung II). 

3. 50 ccm Lésung I werden mit 100 g Glucose im MeBkolben zu 250 cem 
gelést (Lésung II1). 

4. 300 ccm Pufferl6sung vom pH = 2 werden mit 240g Hefe in der 
Reibschale fein verrieben (L6sung IV). 


B. Ansatz des Versuchs. 


1. 250 cem Wasser + 450 cem Lésung IV. 
2. 250 ., Lésung I+ 450 ., ~ IV. 
3. 360 .,, A Il + 450 ,, aa IV. 
4. 250 ., ‘ Itl +- 450 ,, - IV. 


Es enthalt demnach: 





Versuch Nr.: 1 2 3 4 


Acetessigsiure ........ - ~~ - ao 
ES. css @ & bos & £05 ~~ -- aa ; 


Unter Vernachlassigung der zugesetzten Hefemenge betrug die Kon- 
zentration des Zuckers 20°,,, die Konzentration der Acetessigsaéure 2.279" / 99. 
Das Verhialtnis der Hefe zur Reaktionsfliissigkeit war 4: 10. 

Die Versuche wurden im Abstand von */, Stunden angesetzt. Benutzt 
wurden 4-Liter-Flaschen, die mit Watte verschlossen waren. 

Reaktionsdauer: 16 Stunden, Temperatur 21°. 


C. Aufarbeitung des Versuchs. 


Nach beendeter Einwirkung wurden die Ansétze auszentrifugiert. 
Versuch | gab 430 cem, Versuch 2 436 cem. Versuch 3 450 cem, Versuch 4 
425cem Zentrifugat. 

Die mit n Natronlauge neutralisierten Zentrifugate wurden unter 
dauernder Kontrolle der neutralen Reaktion eingedampft. Der erhaltene 
sirupése Riickstand wurde mit Phosphorsiure (1 Teil Phosphorsaure, 
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spezifisches Gewicht 1,7, und 2 Teile Wasser) bis zur kongosauren Reaktion 
versetzt und mit gegliihtem Natriumsulfat zu einem trocknen Pulver 
verrieben, dasin Portionen zu 100g mit Ather 10 Stunden extrahiert wurde !. 

Die Atherextrakte wurden nach Abdestillieren des Athers in wenig 
Wasser aufgenommen, in einen MeBkolben von 25 cem iiberspiilt, mit etwas 
Tierkohle geschiittelt und im 2-dm-Rohr gegen Natriumlicht polarisiert. 

Versuche 1, 2 und 3 lieferten Atherextrakte, die keine Drehung zeigten,. 
Versuch 4 ergab eine Lésung, fiir die a, + 0,5° erhalten wurde. Demnach 
tritt nur in dem mit Zucker und Acetessigsaiure beschickten Ansatz 4 eine 
rechtsdrehende Substanz auf. 

Die Rechtsdrehung auf $-Oxybuttersiure berechnet, ergibt 0.2591 ¢ 
p-Oxybutterséure in 425 ccm Zentrifugat, oder 0,4268 g p-Oxybutterséure 
in 700cem Reaktionsfliissigkeit, entsprechend 00,4187 g Acetessigsaure. 

Es sind demnach in Versuch 4 36,7°, der zugesetzten Acetessigsaiure 
in £-Oxybuttersaure Ubergegangen. 


2. Uberfiihrung der rechtsdrehenden, bei der Einwirkung von gdarender Hefe 
au} acetessigsaures Kalium erhaltenen Sdure in Crotonsdure. 


Die atherischen Extrakte von zwei Ansitzen, die nach Abschnitt 1, B.4 
unter Zusatz von 1°, Toluol nach 16 Stunden und 22° erhalten waren, 
wurden vereinigt und vom Ather befreit. Der Riickstand wurde mit etwa 
300 com Wasser aufgenommen und die wisserige Loésung in der Warme 
mit Bleioxyd bis zum Auftreten alkalischer Reaktion behandelt. Nach 
Stehen tiber Nacht wurden die ausgeschiedenen Bleisalze und das iiber- 
schiissige Bleioxyd abgesaugt. Der Niederschlag wurde mit Wasser 
griindlich ausgewaschen, das Fk iltrat durch Einleiten von Schwefelwasserstoff 
entbleit, nach Entfernen des Bleisulfids durch Einblasen von Luft vom 
Schwefelwasserstoff befreit, mit mn Natronlauge genau neutralisiert und 
eingedampft. Der Riickstand wurde mit Phosphorsaure | 1 Teil Phosphor- 
séure (1,7) und 2 Teile Wasser| bis zur kongosauren Reaktion versetzt, mit 
einer geniigenden Menge gegliihten Natriumsulfats zu einem trockenen 
Pulver verrieben und im Sowleth-Apparat mit Ather 8 Stunden extrahiert. 

Die gereinigten Atherextrakte wurden in Wasser aufgenommen, durch 
Schiitteln mit wenig Tierkohle in der Kalte geklart und polarisiert. Die 
beobachtete Rechtsdrehung entsprach 1,24 g $-Oxybuttersaure. 

Das Volumen der nach der Polarisation zusammengespiilten Fliissig- 
keit betrug 75cem. Nach Zusatz des gleichen Volumens konzentrierter 
Schwefelsiiure wurde das Gemisch unter Ersatz des verdampfenden Wassers 
destilliert. Die Destillationsgeschwindigkeit war 5,4.cem/Minute. Es 
wurden 600 cem Destillat gewonnen. 

Das stark sauer reagierende Destillat wurde mit Soda neutralisiert 
und bei neutraler Reaktion eingedampft. Der feste Riickstand wurde mit 
Phosphorséure (Verdiinnung wie oben) bis zur kongosauren Reaktion 
versetzt. Die hierbei auftretende kristallinische Ausscheidung wurde mit 
150 g gegliihtem Natriumsulfat vermischt und im Sovleth-Apparat 8 Stunden 
mit Ather extrahiert. Nach Abdestillieren des Athers hinterblieb ein rasch 
kristallinisch erstarrender Riickstand. Sein Schmelzpunkt lag bei 72°. 
Bei der Mischschmelzprobe mit Crotonsiure wurde keine Depression des 


1 L. Langstein u. C. Neuberg, Ber. d. Verhandl. d. Berl. Physiol. Ges. 
1902/03, 114. C. Neuberg, Der Harn, 1, 249. 
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Schmelzpunktes beobachtet. Es wurden 0,8 g Crotonséure, entsprechend 
78°, der Theorie erhalten. 

Zur Analyse wurde die erhaltene Crotonséure in 5 ccm Pentan in der 
Warme gelést. Beim Erkalten und Stehen kristallisiert sie in zentimeter- 
langen, breiten, durchsichtigen Kristallen. Diese wurden nochmals der 
Mischschmelzprobe mit in gleicher Weise umkristallisierter, kéuflicher 
Crotonséure unterworfen. Eine Depression des Schmelzpunktes wurde nicht 
beobachtet. Die isolierte Saure ist demnach identisch mit Crotonsdure. 


Die Analyse der lufttrockenen Substanz ergab folgende Werte: 
3,629 mg Substanz gaben 7,400 mg CO, und 2,20 mg H,0O. 
C,H,O,. Ber.: C 55,78°,, H 7,03°,. 
Gef.: © 55,63. H 6.78%. 


3. Darstellung der rechtsdrehenden, durch Einwirkung gdrender Hefe auf 
acetessigsaures Kalium gebildeten f-Oxybuttersdure als Methylester. 


Erste Darstellung. Drei Ansatze, die wie die vorigen, unter Zusatz 
von 1°, Toluol bereitet wurden, lieferten Aatherische Extrakte, deren 
wasserige Lésung eine Rechtsdrehung zeigte, die !,658 g rechtsdrehender 
B-Oxybuttersaure entsprach. 

Nach Entfernung der schwer léslichen Bleisalze wurde die wasserige 
Lésung zum Sirup eingedampft. Dieser wurde mit 20°,iger Phosphorséure 
bis zur kongosauren Reaktion versetzt, mit 160g Natriumsulfat in vier 
Portionen verrieben und das Gemisch 8 Stunden im Sozleth-Apparat mit 
Ather extrahiert. 

In die atherische Lésung wurde eine frische, nach der Vorschrift von 
uv. Pechmann' bereitete atherische Lésung von Diazomethan destilliert 
und dies fortgesetzt, bis das Aufhéren der Stickstoffentwicklung und die 
gelbe Farbe der Reaktionsfliissigkeit einen Uberschu8 von Diazomethan 
anzeigten. 

Nach Abdestillieren des Athers und des Diazomethans wurden 3.8 ¢ 
eines éligen Riickstandes erhalten, der im Vakuum fraktioniert wurde. 

Bei 13 mm und einer Badtemperatur, die bis auf 105° gesteigert wurde. 
gingen bei 67 bis 69° 2,31 g eines wasserklaren Oles iiber (Fraktion 1). 

Bei 70 bis 80° (13mm, Temperatur des Bades 105 bis 130°), destillierten 
weitere 0,5 g (Fraktion IT). 

Bei 105° (13 mm, Temperatur des Bades 130 bis 200°) wurden noch 
0,3 g eines schweren, farblosen Oles erhalten (Fraktion II1). 

Die bei 62 bis 70° (13 mm) erhaltene Fraktion I wurde erneut frak- 
tioniert. Sie lieferte einen geringen, bei 55 bis 65° iibergehenden Vorlaut 
und die bei 67 bis 69° (13 mm) siedende Hauptfraktion, die S-Oxybutter- 
sduremethylester war. Ihre Menge betrug 1,92 g. Demnach sind 100%, 
der vorhandenen $-Oxybuttersiure als Methylester isoliert worden. 

Zur weiteren Charakterisierung wurde der Ester in das Hydrazid 
iiberfiihrt. 

Hydrazid der rechtsdrehenden $-Oxybuttersaure. 
CH,—CH(OH)—CH,—-CO—NH—NH,. 


1,92 g¢ Ester wurden mit 1 g Hydrazinhydrat in 5cem absolutem Alkoho! 
zur Reaktion gebracht. Die Reaktion setzt sofort unter Erwarmen ein. 


' H.v. Pechmann. B. 28, 856, 1895. 
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Sie wird durch 1'/,stiindiges Erhitzen auf dem Wasserbad unter RiickfluB- 
kiihlung zu Ende gebracht. Nach dem Erkalten wird die Reaktionsfliissig 
keit mit emer Spur synthetischen Hydrazids der d, l-f-Oxybuttersaure! 
geimpft. Hierbei findet sofortige Kristallisation statt. Nach sechsstiindigem 
Stehen werden die Kristalle abgesaugt und mit Alkohol ausgewaschen. 
Ihre Menge betragt 0.7 g. Der Schmelzpunkt liegt bei 129 bis 130°. Erst 
nach zweimaligem Umkristallisieren aus Alkohol bleibt der Schmelzpunkt 
konstant bei 132° (unkorr.) unter teilweiser Sublimation. 

Zur Analyse wurde die Substanz im Vakuum iiber Schwefelsadure 
getrocknet. 


3.005 mg Substanz gaben 0,607 cem N (22°, 768 mm). 
(8 CgHyO,Ny. Ber.: N 23.7%. Gef.: N 23,6°,. 


Zweite Darstellung. Fiinf Ansiaitze werden nach Atherextraktion und 
Behandlung mit Bleioxyd vereinigt. Sie enthielten 3,23 g rechtsdrehende 
p-Oxybuttersaure. 

Diese wurde in der geschilderten Weise in atherische Lésung iiberfiihrt 
und mit einer atherischen Lésung von Diazomethan verestert. Etwa 25 ¢ 
Nitrosomethylurethan waren zur Darstellung des zur Veresterung nétigen 
Diazomethans erforderlich. 

Nach Abdestillieren des Athers und des Diazomethans wurden 7.6 ¢ 
eines esterartig riechenden, éligen Riickstandes erhalten. Das O] wurde 
im Mikro-Claisen-Kolben, der eine Widmer-Spirale von 9 em Lange fiihrte, 
im Vakuum fraktioniert. 

Die Fraktion I ging bei 41 bis 44° (ll mm. Temperatur des Bades 
bis 78°) liber. Thre Menge betrug 0,97 g. 

Als Fraktion II wurden 3,42 g bei 63 bis 64° (11 mm, Temperatur des 
Bades 78 bis 125°) erhalten. 

Die Fraktion III lieferte bei 65 bis 70° (11 mm, Temperatur des Bades 
128 bis 160°) 0,21 g. 

Die Fraktion IV ergab bei 70 bis 135° (11 mm, Temperatur des Bades 
160 bis 205°) 0,37 g. 

Fraktion I und II destillierten glatt. Da die Fraktion II] nur 
schwierig iiber die Widmer-Spirale zu bringen war, wurde zur weiteren 
Destillation der Kolben ausgewechselt. Die nicht tibergegangenen und 
die der Widmer-Spirale anhaftenden Anteile wurden mit Ather zusammen- 
gespiilt. 

Die Fraktion I riecht esterartig, die Fraktion II hat einen eigen- 
timlichen, nicht zu bestimmenden Geruch, die Fraktionen III und IV 
haben intensiven Kaffeegeruch *. 

Fraktion If war nach dem Siedepunkt $-Oxybuttersiuremethylester. 
Zur weiteren Reinigung wurde er nochmals fraktioniert. Bei 10 mm und 
63° wurden 0,42 g als Vorlauf abgenommen (Ila). Bei 63° (10 mm) wurden 


1 P. A. Levene u. J. Scheidegger, Journ. of biol. Chem. 60, 179, 1924; 
P. A. Levene u. H. L. Haller, ebendaselbst 65, 49, 1925. 

2 Der Kaffeegeruch wird regelmaBig bei den héher siedenden Fraktionen 
der Ester beobachtet. Zur Beurteilung sei darauf hingewiesen. daB die 
Ansatze mit Schwefelwasserstoff behandelt worden sind. Die geschwefelten 
Derivate des «-Furfurols haben nach den Untersuchungen von 7’. Reichstein 
u. H. Staudinger Kaffeegeruch (Chem. Centralbl. 1927, I, 2613: 1928. IT, 
2405; 1980, [. 588; 1930, T, 2818). 
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2,18 g als Hauptfraktion erhalten (IIb). Im Kolben und an der Widmer- 
Spirale blieben 0,65 g. 

Die Analyse von Fraktion [lb ergab, daB p-Oxybuttersduremeth yl- 
ester vorlag. 

4.871 mg Substanz gaben 9.035 mg CO, und 3,65 mg H,O. 

C,H» 0 3. Ber.: C 50,8°,, H 85°. 
Gef.: C 50,6°.. H 8,4°.. 

Die Ausbeute an /$-Oxybuttersiuremethylester betrug 93,4°, der 
vorhandenen /-Oxybuttersaure. 

Die Bestimmung der spezifischen Drehung wurde in wasseriger und 
alkoholischer Lésung ausgefiihrt. 

0,6240 ¢ Substanz wurden mit Wasser im MeBkolben zu 25 ccm gelést. 
Bei 22° und Natriumlicht wurde 2, = + 1.27° beobachtet. Demnach ist 

[a]; = + 25.48° (+ 0,019). 

0,6917 g Substanz wurden mit 99,5°,ig. Alkohol im MeBkolben zu 
25cem gelést. Bei 22° und Natriumlicht wurde «,, + 0,909 beobachtet. 
Demnach ist 

99 or 
fan + 16,27° (+ 0,01°). 

Der erhaltene Ester ist gegen Wasser recht bestandig. Seine wasserige 
Lésung reagiert selbst nach zweimal 24 Stunden neutral. Eine Verseifung 
ist nicht nachzuweisen. 

Zur Priifung etwa gebildeter freier $-Oxybutterséure wurden nach 
48 Stunden 10 ccm der wasserigen, polarimetrisch gepriiften Lésung mit 
10 cem 20° ig. Uranylacetatlésung versetzt, da nach den Untersuchungen 
von P. Walden! Zusatz von Uranylsalzen zu optisch aktiven Oxyséuren 
den Betrag der Drehung unter Bildung komplexer Séuren? erheblich erhéht. 

Die beobachtete Drehung betrug, bei 22° und Natriumlicht bestimmt. 
x), +- 063°, entsprach also der vorgenommenen Verdiinnung. 

Die rechtsdrehende $-Oxybutterséure liefert wie die linksdrehende 
nach dem Verfahren von Ph. A. Shaffer und W. McKim Marriot® ein gut 
kristallisierendes Calcium-Zinkdoppelsalz. 


0.2347 g Substanz gaben 0,0620 g CaO + ZnO. 
(C,H-;O,),CaZn. Ber.: CaO + ZnO 26,56°,.  Gef.: 26,42° 


4. Darstellung der Milchsdure aus den Gadrungsansdtzen bei Zusatz von 
acetessiqsaurem Kalium. 
Zur Gewinnung der Milchsiuremethylester wurden die Vorlaufe der 
einzelnen Destillationen vereinigt, und zwar 


aus Fraktion I (Darstellung 2) ..... . .0,97¢ 
ea =e Ila ( aS wc ne ee 2 Oe 
= ve e s Mev sso « s » Soe 

IIa ( - Be) % st. - atee ee 


im Ganzen 2.63 ¢ 


1 P. Walden, B. 30, 2889, 1898. 

2 Herrmann Itziq, B. 34, 3824, 1902, und die hier zitierte Literatur. 

3 Ph. A. Shaffer u. W. McKim Marriot, Journ. of biol. Chem. 16, 
269, 1913; N.O. Engfeldt, Hoppe-Seyler 99. 180, 1917. 
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2.63 g niedrig siedende Methylester wurden aus einem kleinen Claisen 
Kolben mit einer 9cm langen Widmer-Spirale im Vakuum fraktioniert. 


Fraktion 1: 40 bis 44° (9mm, Badtemperatur bis 60°). . 1,06 ¢ 
oa II: 61 ., 64° (9 ,, a 80 bis 85°). O68 @ 
Im Kolben und an der Widmer-Spirale . . . 2... . . O,84¢ 


Die Trennung der Fraktion I von Fraktion I] war scharf. Nach Ab 
destillieren von kraktion I sinkt das Thermometer. 

Fraktion | war Milchsduremeth ylester. 

Bei der Analyse der nach dem Trocknen mit Natriumsulfat nochmals 
destillierten Substanz wurden folgende Zahlen erhalten: 

4,240 mg Substanz gaben 7,169 mg CO, und 3,031 mg H,O. 

C,H,O,. Ber.: C 46,1°,, H 7,75° 
Gef.: C 46,1°,. H 7,99°,. 

Zur Verseifung wurden 0,6756g Milchsaiuremethylester mit 0.3 g 
(statt 0.27 g) Zinkoxyd 6 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. 0.27 ¢ 
Zinkoxyd wurden verbraucht. Der verseiften Fliissigkeit haftete ein 
intensiver Estergeruch an, der erst bei weiterem Aufarbeiten verlorenging. 

Die vom unverbrauchten Zinkoxyd filtrierte Fliissigkeit wurde zu 
Kristallisation eingedampft. Die fraktionierte Kristallisation lieferte drei 
Kristallisationen von milchsaurem Zink. 

Die erste Kristallisation betrug 0,22 g. Sie erwies sich als reines 
d,l-milchsaures Zink. 

0.2178 g Substanz gaben bei 105 bis 110° 0.0398 g H,O. 

Zn(C;H;O;), + 3H,O. — Ber.: H,O 18,24°,. Gef.: 18,27°, 

0.1780 g wasserfreies Zinksalz gaben 0,0595¢ Zinkoxyd. 

Zn(C,H;O3)2. Ber.: Zn 26,85°,. Gef.: 26,85°,. 

Die zweite Kristallisation, bei deren Gewinnung ein erheblicher Verlust 
unterlief, betrug 0.3144 g. Sie erwies sich nach dem Kristallwassergehalt 
von 14,09°, statt 12,90°%, fiir 2 Mol H,O und 18,24°, fiir 3 Mol H,O als 
ein Gemisch von d, l- und optisch aktivem, milchsaurem Zink. 

Die dritte Kristallisation betrug 0.06 ¢. Sie wurde mit der zweiten 
Kristallisation vereinigt. 

Die vereinigten Zinksalze der zweiten und dritten Kristallisation 
wurden in der sechsfachen Menge Wasser in der Warme gelést. Die Lésung 
wurde von Spuren einer flockigen Beimengung durch Filtration durch 
eine Glasnutsche befreit und das spiegelblanke Filtrat zur Kristallisation 
konzentriert. Es kristallisierten zuniichst 0.1580 g¢ (Ila) und = daraut 
0.0758 g (IIb). 

Die Kristallisation IJa erwies sich als d(— )-milchsaures Zink. 

0.1530 g¢ Substanz gaben bei 105 bis 110° 0,0200 ¢ H,O. 

Zn(C,H,O;). + 2H,O. Ber.: H,O 12,90°%,.  Gef.: 13,07°,. 

0.1306 ¢ kristallwasserfreies Zinksalz wurden mit Wasser im MeB- 
kolben zu 10 cem gelést. Im 1-dm-Rohr wurde bei 23° und Natriumlicht 
a + 0,10° beobachtet. Demnach ist 


dD 
[a] = + 7,669 (+ 0,01°). 
Fiir c = 3,5 ist 
[a]? = + 7,709 
gefunden worden!. 


1 Phelps, Palmer, Am. Soc. 39, 138. 
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Die polarisierte Lésung wurde zur Kristallisation eingedampft. Es 
wurden 0,1112 g¢ Zinksalz erhalten. 

0.1112 g¢ Substanz gaben bei 105 bis 110° 0,0143 g¢ H,O. 

Zn(C,H;O3). + 2H,O. Ber.: H,O 12,90°,. Gef.: 12,86°,. 
0,0969 g wasserfreies Zinksalz gaben 0,0327 g Zinkoxyd. 
Zn(C,H;O3).. Ber.: Zn 26.85%. Gef.: 27,11°,. 

Nach dem Ergebnis der Analysen liegt das Zinksalz der d(— )-Milch- 
sdure vor. 

Bei der Kristallisation 11b hegniigte ich mich mit dem Nachweis, da8 
sie milchsaures Zink war. 

0,0604 g wasserfreies Zinksalz gaben 0,0200 g¢ Zinkoxyd. 

Zn(C,H,O3)o. Ber.: Zn 26,85°,. Gef.: 26,61°). 


5. Darstellung der rechtsdrehenden, durch Einwirkung von Hefe auf acetessiq- 
saures Kalium bei Abwesenheit von Zucker qebildeten B-Oxybuttersdure als 
Meth ylester. 

Neun Ansaétze wurden nach Abschnitt 1, Versuch 1, bereitet. Die 
Menge der zugesetzten Acetessigsiure betrug in sechs Versuchen 1,827 g, 
in drei Ansitzen 1,071 g Acetessigsiure pro Ansatz. Die Einwirkung der 
Hefe auf acetessigsaures Kalium fand 48 Stunden bei 22° unter Zusatz 
von 1°, Toluol statt. 

Die Verarbeitung der Ansaétze wurde in der beschriebenen Weise 
vorgenommen. Sie lieferte eine wiisserige Fliissigkeit, die 1,1452 g p-Oxy- 
buttersiure enthielt, die durch Behandeln mit Bleioxyd gereinigt und in 
iiblicher Art in atherische Lésung iiberfiihrt wurde. 

Die Veresterung mit Diazomethan erforderte 20g Nitrosomethyl- 
urethan, das in Portionen zu 5g verarbeitet wurde. Die gebildeten Ester 
wurden aus einem Claisen-Kolben von 24ccm Inhalt, der eine Widmer- 
Spirale von 22 em Lange hatte, im Vakuum fraktioniert. 


Fraktion I: 33 bis 37° (12 mm, Badtemperatur 58 bis 67°) . . . 0,26¢ 
= Il: 44 ,, 46° (12 ,, in 70 ,, 82°)... 1,33¢ 
ITI: 62 ,, 68° (12 ., % S7 ., 130°) ... 1,66¢2 

‘ IV: (sz ,, ne 120 ,, 200°) . . . 0,12¢ 


Die Trennung der Fraktion Il von der Fraktion IIIT war scharf. Frak- 
tion I bis IIT rochen esterartig, Fraktion IV kaffeeartig. 

Fraktion II] wurde in einen Mikro-Claisen-Kolben. von 3 ccm Inhalt 
mit einer Widmer-Spirale von 9cem Lange iiberspiilt und nochmals im 
Vakuum rektifiziert. Bei 68° (11 mm, Badtemperatur 80 bis 86,5°) destil- 
lierten 1,23 g¢ £-Oxybuttersduremethylester. Die Ausbeute betrug 95°% 
der vorhandenen f-Oxybuttersaure. 


Die Analyse ergab folgende Zahlen: 


4,534 mg Substanz gaben 8,340 mg CO, und 3,354 mg H,.O. 


C;H,)0,. Ber.: C 50,8°,, H 85°. 
Gef.: C 50,2%, H 83%. 
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Fiir die spezifische Drehung wurden folgende Werte gefunden : 
0.5113 ¢ Ester wurden mit Wasser im Me8kolben zu 25 cem gelést. 
Im 2-dm-Rohr wurde bei 25° und Natriumlicht at, = 0.70" beobachtet. 
Demnach ist 
[a}7? = + 17,12°. 
Nach Analyse und Drehung enthalt der isolierte d(-~ )-/-Oxybutter- 
sduremethylester erhebliche Mengen von d, |-f-Oxybuttersduremeth ylester. 


6. Isolierung der Milchsdure aus den durch Einwirkung von Hefe auf acet 
essigsaures _Kalium bei Abwesenheit von Zucker erhaltenen Ansdtzen. 
Fraktion I und IJ der Methylester, deren Darstellung im vorigen 
Abschnitt 5 beschrieben wurde, wurden erneut im Vakuum destilliert. 
Bei 41.5 bis 43° (10 mm, Badtemperatur 48 bis 62°) ging die Hauptmenge. 
0.94 g, tiber. Im Kolben und an der Widmer-Spirale blieben 0,32 g. 
Die Hauptmenge erwies sich als Milchsduremethylester. Die Analyse 
der sorgfaltig getrockneten Substanz ergab folgende Werte: 
3,975 mg Substanz gaben 6,70 mg CO, und 2,806 mg H,O. 
C,H,O,. Ber.: C 46,1°, H7 
Gef.: C 46,0°,. H 7.9°, 
Zur Verseifung wurden 0,6404 g mit 0,3 g reinem Zinkoxyd 6 Stunden 
am RiickfluBkithler gekccht. Von 0,06 g unangegriffenem Zinkoxyd wurde 
abfiltriert und das esterartig riechende Filtrat zur Kristallisation ein- 
gedampft. Die fraktionierte Kristallisation lieferte drei Krista!lisationen. 


75° 


Die erste Kristallisation betrug 0,25 g. 

0.2518 g Substanz gaben bei 105 bis 110° 0.0388 g H,O. 

Zn(C,H;O,). + 3H,O. Ber.: H,O 18.24%. Gef.: 15.40°,. 
Zn(C,H;O,). + 2H,O. Ber.: H,O 12,90°,. 

Nach dem Kristallwassergehalt lag ein Gemisch von ungefahr gleichen 
Teilen d,l- und optisch aktiver Milchsdure vor. Die Zinkbestimmung ergah, 
das die Substanz milechsaures Zink war. 

0,2130 g wasserfreies Zinksalz gaben 0,0715 g Zinkoxyd. 

Zn(C;H;O,).. Ber.: Zn 26,85°,. Gef.: 26.97%. 
Als zweite Kristallisation wurden 0,329 ¢ erhalten. 
0.3290 g¢ Substanz gaben bei 105 bis 110° 0.0423 ¢ H,O. 
Zn(C3H;O3). + 2H,O. Ber.: H,O 12,90%. Gef.: 12,85°,. 

0,2768 g wasserfreies Zinksalz wurden mit Wasser im Mebkolben zu 
10 cem gelést. Im 1-dm-Rohr wurde bei 22° und Natriumlicht «,, +- 0,22° 
beobachtet. Demnach ist 

[ali + 7,95°. 

Die polarisierte, wisserige Lésung wurde zur Kristallisation eingedampft 

und lieferte eine erste Kristallisation 2a, die 0.1746 g wog. 


0.1746 g Substanz gaben bei 105 bis 110° 0,0223 ¢ H,O. 
Zn(C,H;0,). + 2H,O. Ber.: H,O 12,90°,. Gef.: 12,77° 
0.1523 ¢ wasserfreies Zinksalz gaben 0,0510 g Zinkoxyd. 
Zn(C,H,;O,).. Ber.: Zn 26,85°,. Gef.: 26,91°,. 
Demnach lag das Zinksalz der d(— )-Milchsdure vor. 
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Die Mutterlauge der Kristallisation 2a lieferte 0,0847 g¢ Kristallisa- 
tion 2b. 
0,0847 g Substanz gaben bei 105 bis 110° 0,0105 g H,O. 
- Zn(C,H,;O3), —~ 2H,O. Ber.: H,O 12,90°,. Gef.: 12,40°,. 
0,0742 g¢ wasserfreies Zinksalz gaben 0,0247 g Zinkoxyd. 
Zn(C,H;O,).. Ber.: Zn 26,85°,. Gef.: 26,68°,. 
Auch die Kristallisation 2a war demnach das Zinksalz der d( -)- 
Milchsdure. 
Die dritte Kristallisation ergab 0,1200 g Zinksalz. 
0,1200 g Substanz gaben bei 105 bis 110° 0,0164 ¢ H,O. 
Zn(C';H,O,), + 2H,O. Ber.: H,O 12.90%. Gef.: 13,67°,. 
0,1036 g¢ wasserfreies Zinksalz gaben 0,0350 g Zinkoxyd. 
Zn(C3H;O,).. Ber.: Zn 26,85°,. Gef.: 27,14°,. 


7. Auftreten von Milchsdure und Fehlen von B-Oxybuttersdure bei Einwirkung 
von primdrem Kaliumphosphat auf Hefe. 

Fir 50 cem Acetessigsiurelésung sind (nach Abschnitt 1) 1,5 ¢ Kalium- 

hydroxyd verbraucht. Diese entsprechen 3,64 g primérem Kaliumphosphat. 


A. Bereitung der Stammlésungen. 


1. 36,4g priméres Kaliumphosphat werden im MeSkolben zu 1 Liter 
gelést. Hiervon werden 100 ccm entsprechend 3.64 g primiren Kalium- 
phosphats mit 150 cem Wasser verdiinnt (Lésung [). 

2. 240 ¢ Hefe werden mit 300 cem Wasser verrieben (Lésung IT). 


B. Ansatz des Versuchs. 

Es wurden sieben Versuche angesetzt. bei denen 250 cem von Lésung I 
mit 450 cem von Lésung II unter Zusatz von 1°, Toluol vermischt wurden. 

Die Reaktionsdauer betrug 48 Stunden, die Temperatur 21 bis 22°. 

Nach 48 Stunden entsprach die Wasserstoffionenkonzentration, im 
stromenden Wasserstoff gemessen, einem pr = 5,6. 

Die Aufarbeitung wurde wie in den vorigen Versuchen vorgenommen. 
Die gewonnenen Atherextrakte wurden mit Bleioxyd gereinigt. 

Nach Uberfiihrung der vorhandenen Sauren in atherische Lésung 
wurde mit Diazomethan verestert. 5g Nitrosomethylurethan geniigten zur 
Darstellung des hierzu notwendigen Diazomethans. 

Die Ester wurden aus einem Mikro-Claisen-Kolben von 2 cem Inhalt. 
dessen Widmer-Spirale 6cm lang war, im Vakuum fraktioniert. Bei 44 
bis 46° gingen bei 11 mm und einer Badtemperatur von 56 bis 93° 0.87 g 
Ester tiber. Bei weiterer Destillation wurden bei Steigerung der Bad- 
temperatur bis 200° noch 0,16 g Destillat erhalten, das intensiven Kaffee- 
geruch hatte. 

Die Hauptmenge (0,87 g) wurde nochmals aus einem Claisen-Kolben 
von leem Inhalt, dessen Widmer-Spirale 3e¢m lang war, im Vakuum 
fraktioniert. Bei 44 bis 47° gingen bei 11 mm (Badtemperatur 48 bis 62°) 
0,65 g einer wasserklaren, leicht beweglichen, esterartig riechenden Fliissig- 
keit iiber. Das Destillat hatte den Siedepunkt und die Eigenschaften des 
Milchsduremethylesters. B-Oxybutterséuremethylester war nicht vorhanden. 

Zur Verseifung wurden 0,615 g Ester in 50 cem Wasser gelést und mit 
0,3g¢ Zinkoxyd 6 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Die filtrierte 
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Fliissigkeit wurde zur Kristallisation eingedampft und lieferte drei Kristalli- 
sationen. Kristallisation 1 wog 0,40 g, 2 0,30 g und 3 0,06 g. 

Kristallisation 1 erwies sich als ein Gemisch. Der Kristallwassergehalt 
wurde zu 14,43°, gefunden, statt 12,90°, fiir 2 Mol und 18,24°,, fiir 3 Mol 
Kristallwasser fiihrendes milchsaures Zink. 

Zur Trennung von d,1l- und optisch-aktivem Zinksalz wurde die 
Substanz in wenig Wasser gelést, die Lésung durch ein Glasfilter filtriert 
und dieses mit wenig Wasser ausgewaschen. Das Volumen betrug 3 cem. 
Nach Stehen tiber Nacht kristallisierten 0,06 @ Zinksalz in Drusen und 
Nadeln aus (Kristallisation la’. 

0,0623 g Substanz gaben bei 105 bis 110° 0,0110 g¢ H,O. 

Zn(C,H,;O,). + 3H,O. Ber.: H,O 18,24°,.  Gef.: 17,62°,. 

0.0513 g wasserfreies Zinksalz gaben 0.0170 g Zinkoxyd. 

Zn(C;H;O0 5). Ber.: 26,85°,.  Gef.: 26,62°,. 

Kristallisation la ist 7. l-milchsaures Zink. 

Beim Einengen der Mutterlauge von Kristallisation la wurden 0.2262 g 
Kristallisation 1b gewonnen. 

0,2267 g Substanz gaben bei 105 bis 110° 0,6299 g H,O. 

Zn(C;H;O,), + 2H,O. Ber.: H,O 12.90°,.  Gef.: 13,19°,. 


0.1906 g wasserfreies Zinksalz wurden mit Wasser im MeBkolben zu 


10 cem gelést. Im l-dm-Rohr wurde bei 25° und Natriumlicht yy + O,15° 
beobachtet. Demnach ist. 
ja} 7,87°. 


Die polarisierte wasserige L6sung wurde zur Kristallisation eingedampft 
und lieferte 0.1193 g umkristallisiertes Zinksalz. 

0.1193 g Substanz gaben bei 105 bis 110° 0.0157 g H,O. 
Zn(C,H;O,). + 2H,O. Ber.: H,O 12,90°,. Gef.: 13,16°,. 

0.1036 g wasserfreies Zinksalz gaben 0.0344 g¢ Zinkoxyd. 
Zn(C,;H;O,).. Ber.: Zn 26,85°,.  Gef.: 26,68°,. 

Die Kristallisation Ib ist d(— )-milchsaures Zink. 

Die Kristallisation le wog 0,04 g. Sie wurde nicht untersucht. 

Die Untersuchung der Kristallisation 2 ergab folgendes Resultat : 

0,2684 g Substanz gaben bei 105 bis 110° 0.0368 ¢ H,O. 
Zn(C,H,O,). + 2H,O. Ber.: H,O 12,90°,. Gef.: 13,71°,. 


0.2284 ¢ wasserfreies Zinksalz wurden mit Wasser im Me®Skolben zu 


10 cem gelést. Im ]1-dm-Rohr wurde bei 24° und Natriumlicht x), 0,17° 
beobachtet. Demnach ist 
[a)3} + 7,55°. 


Die polarisierte, wasserige L6sung wurde zur Kristallisation eingedampft 
und lieferte 0,2216 g umkristallisiertes Zinksalz. 
).2216¢ Substanz gaben bei 105 bis 110° 0.03801 g¢ H,O. 
Zn(C,H,O,), + H,O. Ber.: H,O 12,90°,.  Gef.: 13,58° 
.1915 ¢ wasserfreies Zinksalz gaben 0,0643 g¢ Zinkoxyd. 
Zn(C,H;O,).. Ber.: Zn 26,85°,. Gef.: 26,98°,. 
Kristallisation 2 ist d(—)-milchsaures Zink. 
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Kristallisation 3 erwies sich ebenfalls als d(— )-milchsaures Zink. 

0.0601 g Substanz gaben bei 105 bis 110° 0,0081 g H,O. 
Zn(C,H,O,), + 2H,O. Ber.: H,O 12,90°%. Gef.: 13,48°,. 

0.0520 g wasserfreies Zinksalz gaben 0,0174 g Zinkoxyd. 
Zn(C,H;O,).. Ber.: Zn 26,85°,. Gef.: 26,88°,. 


8. Ausbeuten an rechtsdrehender P-Oxybuttersdure bei Einwirkung gdarender 
Hefe auf acetessigsaures Kalium. 

Die folgende Tabelle gibt die Ausbeuten an d-$-Oxybuttersdure, die 
unter den in Abschnitt 1, Versuch 4, geschilderten Bedingungen erzielt 
worden sind. Der Berechnung ist die beobachtete Rechtsdrehung des Ather- 
extraktes zugrunde gelegt worden. 


Die praparativen Ausbeuten an d(+)-f/-Oxybuttersaure bei 
Einwirkung von garender Hefe auf acetessigsaures Kalium 
(Zucker 20°, Hefe 4:10, Zeit 16 Std.). 





1 2 | 3 4 5 6 ; 
In dem ver- 
Als K-Salz erar- | arbeiteten Zen- rach- Umrech- Gefundene 

Ver vugesetzte wae, trina seckte- wane um 4 wg ven 5 af ng rp 

Macs ; aa” Zentrifugat }-Oxybutter- — Pane Fel dor saaseeotaten 

sdure Acetessigsiure 

Nr g ecm g g £ 

41 1,1395 425 0,2591 0,4268 0.4187 36,7 
42 2.3540 446 0,5027 0,7891 0.7739 32,9 
44 2,1895 438 0,4146 0,6625 0,6498 29.6 
46 2,1920 470 0,4922 0,7330 0,7191 32,8 
47 2,2010 466 0,6477 0,9729 0,9543 43.4 
49 2,2280 462 0,6323 0,9581 0.9397 42.2 
2,2280 482 0,6424 0,9324 0,9145 41,1 
2,2280 472 0.6477 0,9605 0,9421 42.3 
50 2.1150 426 0,6477 0,9523 0.9344 44,2 
2,1150 472 0,5182 0,7686 0.7538 35,7 


Die fiir die physiologische Verwertung notwendige Berechnung det 
gefundenen rechtsdrehenden /-Oxybuttersaéure in Prozenten der wmgesetzten 
Acetessigsiure erfolgt gelegentlich der Mitteilung der quantititiven Er- 
gebnisse der bearbeiteten Reaktion. 


Ein Teil der Mittel zur Durchfiihrung dieser Untersuchung ist mit 
von der Firma F. Hoffmann-La Roche & Co., A.-G., Basel, zur Verfiigung 
gestellt worden. Ich danke der genannten Firma auch an dieser Stelle fiir 
die Férderung meiner Arbeiten. 




















Der Kaliumgehalt des Knochenmarkes bei Carcinom. 


Von 
Tony Hoffmann. 


(Aus der chirurgischen Abteilung des Krankenhauses der jiidischen Gemeinde 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 8. Oktober 1931.) 


In der Med. Klin. Nr. 30, 1931, haben Herr Prof. Rosenstein und 
Dr. Koéhler iiber Versuche, Carcinom mit jugendlichen Knochenmarks- 
extrakten zu beeinflussen, berichtet!. Nach vielen Untersuchungen 
kamen sie zu der Erkenntnis, daB dem jugendlichen Knochenmark 
Eigenschaften zukommen, die das Wachstum mitregulieren. Diese 
Annahme konnte, wie in der oben zitierten Arbeit genauer ausgefiihrt 
ist, durch den Versuch an einer jungen Ziege, die nach Entfernung des 
Knochenmarkes der Oberschenkel im Wachstum zuriickblieb, gestiitzt 
werden. Inzwischen sind an mehreren anderen jungen Tieren gleiche 
Erfahrungen gemacht worden. In der zitierten Arbeit wurde aus- 
gefiihrt: Das Carcinom ist ebenfalls als ein WachstumsprozeB anzusehen, 
allerdings als ein pathologischer, der in der Regel erst in einem Lebens- 
alter auftritt, in dem das normale, geordnete Wachstum lingst ab- 
geschlossen ist. Es wird angenommen, daB das atypische Wachsen 
der Zellen durch das Fehlen eines steuernden Hormones bedingt ist. 
Da die Wirkung der radioaktiven Strahlen auf die Anregung und Ver- 
nichtung der Tumorzellen erwiesen ist, war es naheliegend, das Haupt- 
augenmerk auf das Kalium zu richten, das der einzige radioaktive 
K6rper im menschlichen und tierischen Organismus ist. Das Knochen- 
mark macht mit zunehmendem Alter eine morphologische Wandlung 
durch, wie kaum ein anderes Organ. Im Rahmen der Arbeit war es 
meine Aufgabe, durch chemisch-analytische Untersuchungen fest- 
zustellen, ob den morphologischen Veranderungen auch chemisch er- 
faBbare Verschiedenheiten zugrunde liegen. Nach orientierenden, 

1 In dieser Veréffentlichung wurde bereits darauf hingewiesen, daB 
die von mir gemachten Untersuchungen in einer besonderen Veréffent- 
lichung erscheinen sollten. 
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qualitativen Untersuchungen wurden die quantitativen Bestimmungen 
auf Kalium und seinen physiologischen Antagonisten Calcium beschrankt. 

Das Natrium wurde bei der Bestimmung mitgefunden. 

Das Knochenmark wurde aus dem Oberschenkelknochen nach breiter 
Eréffnung der Markhéhle méglichst frei von Knochenteilchen genommen. 
Es wurde ohne Zusatze verascht und bis zur Gewichtskonstanz gegliiht. 
Zur Verarbeitung waren je nach Alter und GréBe 5 bis 10 g Frischsubstanz 
vorhanden, die zwischen 0,5 bis 1,5 g Asche ergaben. Berechnet wurde 
der prozentuale Mineralgehalt der Asche. Die Beziehung auf Frischsubstanz 
kann sehr falsche Werte ergeben. weil einerseits bei der Veraschung durch 
Verspritzen unbekannte Substanzverluste eintreten, andererseits wechselnder 
Flissigkeitsgehalt zu ungenaue Vergleichswerte ergibt, auf die es aber 
gerade ankommt. Die erhaltenen Aschenmengen geniigten nur fiir zwei 
Bestimmungen pro Fall. 

Der Analysengang richtete sich nach den bei der qualitativen 
Untersuchung auBer K, Ca und Na gefundenen Elementen Fe, P und 
eventuellen Spuren von Mg und den Anion:n CQ, und Cl. 


Ungefahr 0,5 g Asche wurden mit wenig destilliertem Wasser aut- 
gekocht, der wasserunlésliche Teil abfiltriert und gut ausgewaschen. Der 
wasserlésliche und der wasserunlésliche Teil wurden getrennt untersucht. 
Im wasserléslichen wurden die Kalium- und Natriumsalze, im wasser- 
unléslichen die Calciumverbindungen bestimmt. 

a) Der wasserunlésliche Teil wurde auf dem Filter getrocknet, im Por- 
zellantiegel verascht und darin in HCl gelést. Im einem gréBeren Becher- 
glas wurde diese Lésung auf dem Wasserbad auf ein geringes Volumen 
eingedampft, noch heils mit 10 cem konz. H,SO, versetzt, umgeriihrt und 
abgekiihlt. Danach werden 100 ccm abs. Alkohol hinzugesetzt und gut 
vermischt. Am nichsten Tage wird der schwefelsaure Kalk auf einem 
Filter gesammelt und mit abs. Alkohol ausgewaschen. Das Filter 
wird iibertrocknet und vorsichtig verascht. Der schwefelsaure Kalk wird 
gewogen und daraus das Calcium berechnet. 

b) Der wasserlésliche Teil enthalt auBer den Carbonaten und Chloriden 
auch Phosphate der Alkalien. Um die Phosphorséure zu entfernen, versetzt 
man die Lésung mit Ferrichlorid und Ammoniumacetat. Dabei fallt ein 
Gemenge von Ferriphosphat und basischen Ferriacetat aus. Zu diesem 
Zwecke wird die wasserige Lésung auf 100 ccm verdiinnt, mit etwa 2 ecm 
ganz verdiinnter Chlorwasserstoffsiure und '/, g Ferrichlorid in Lésung ver- 
setzt. Danach neutralisiert man mit Ammoniak, bis gerade ein Niederschlag 
entsteht, bringt diesen durch einen Tropfen verdiinnter Chlorwasserstoff- 
siure in Lésung und fiigt die wasserige Lésung von etwa 3 g Ammonium- 
acetat, das immer frisch hergestellt werden muB, hinzu. Nachdem man aut 
dem Wasserbad bis zum vollstaéndigen Absetzen des Niederschlags erwarmt 
hat, filtriert man sofort noch hei8 in eine groBe Porzellanschale und wascht 
mit heiBem Wasser aus. Das Filtrat wird auf dem Wasserbad vollstandig 
eingedampft. Sodann vertreibt man den Hauptteil der Ammoniumsalze 
durch Erhitzen der Schale auf kleiner Flamme. Nach dem Erkalten lést 
man den Schaleninhalt nochmals in wenig heiBem Wasser, fiigt einige 
Tropfen HCl hinzu und dampft nochmals zur Trockne ein. Nun wird der 
Rest der Ammoniumsalze durch Erhitzen verfliichtigt. Der Riickstand 
wird mit wenig Wasser in einen gewogenen, ziemlich geréumigen Porzellan- 
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tiegel gespiilt, eingedampft und abermals auf kleiner Flamme vorsichtig 
erhitzt und nun die Summe von KCl und NaCl gewogen. Das K wird vom 
Na durch Platinchlorwasserstoffsaure getrennt. Man lést die Chloride in 
wenig Wasser, spiilt die Fliissigkeit in eine Porzellanschale, dampft auf 
ein geringes Volumen ein, versetzt sie mit H, Pt Cl, und etwa 75 ccm absolutem 
Alkohol + 15 cem Ather, worin K,PtCl, unléslich ist. Am nachsten Tage 
wird es abfiltriert und mit dem Ather-Alkoholgemisch ausgewaschen. 
Das Kaliumplatinchlorid wird auf dem Filter mit wenig Wasser geldst, 
heiB mit einer warmen Lésung von Ameisensaure versetzt und mit Ammoniak 
schwach alkalisch gemacht. Dadurch wird K,PtCl, zu Pt reduziert, das als 
schwarzer Niederschlag ausfallt, sofort hei filtriert und dann getrocknet 
wird. Aus dem Gewicht des gewogenen Pt wird K berechnet. Na ergibt 
sich aus der Differenz. 


Ergebnisse : 

















2. Rind ® Kimheiene 4 42jahriger 5. 53juhriger 
1. Kalb = sweite - — ; Mann _ Mann 
Analyse Analy a (Ule. ventr.) (Tub. pulm) 
Substanz in g . 0,1368 0.2464 0,4116 0.1570 03344 0.9085 
CaSO,ing. . 0.1534 0,3094 0.5186 0.1810 0,4322 1.1747 
CamY%, ... ||33,07 36,96 37,08 33,93 38,04 38.06 
Chloride in g . 0,138  0,0103 0,0102 0,0161 0,0149 0,0235 
K+Nain% . 4,71 1,95 1,16 4,79 2,08 1,21 
Pememw. « « s 0.0054 0.0023 0.0025 0.0070 0.0031 0.0097 
Bae ww Ss 1,58 0,37 0,24 1,78 0,37 0,43 
6. 50jahriger Mann 7. 6ljihriger Mann 8. 68 jahriger Mann 
(Lymphosarkom) (Gangr. pedis) (Prostatacarcinom) 
erste | zweite | erste | zweite | erste | zweite 


Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse Analyse 


Substanz ing . 0.4210 0.7895 0.2862 0.3804 0.2840 0.4755 
CaSO,ing. . 0,5432 1,0304 - 0.4742 0.3580 0.5898 





Cain% ... || 87,98 38,42 oa 36,69 37,11 36,51 
Chloride in g . 0,0135 0,0203 0.0237 0,025 0,0165 0.0317 
K+ Nain % . 1,50 1,20 3,87 3,15 2,71 3.11 
| eS 0,0031 0,0063 0,0028 0.0034 0.0059 0.0103 
4. hae 0,37 0,32 0.39 0,36 0,83 0.86 
9. Tl jihriger Mann 10. 65jahrige Frau 
(Gallenblasencarcinom) (Reectumearcinom) 


erste Analyse (zweite Analyse erste Analyse zweite Analyse 


Substanz ing .... 0,1974 0,2452 0,7305 1.1236 


(eoQ, im@..... 0,2370 0.2891 0.9011 1,3882 
Oe aes oe 35,34 34,71 36,31 36,37 
Chloride ing .... 0,0248 0,0285 0.0375 0.0536 
K+Nain%.... 5,86 5.43 2.40 3,23 
yo Se see 0,0045 0,0048 0,0147 0,0276 
i , Soe ee 0,91 0,78 0,80 0,98 


10* 
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Substanz in g 
CaSO, ing. 
Ca in % 

Chloride in g 
K + Na in % 
Pt ing. : 
K in %. 


11. 67jahrige Frau 
(Mammacarcinom) 


erste Analyse zweite Analyse 


0.4976 0,6868 
0.6160 0,8719 
36.44 37,38 
0,0399 0,0373 
3,74 2,54 
0,0150 0,0138 
1,20 0,80 


12. 58 jaihrige Frau 
(Uteruscarcinom) 


erste Analyse zweite Analyse 


0.4376 0,4973 

0.5347 0,6042 
35,96 35,76 

0,0243 verdorben 

2.59 

0.0109 

0.99 


Eine besondere Besprechung ist bei dem letzten Falle notwendig. 
Es handelte sich um eine 7] jahrige Frau, die seit langer Zeit an einem 
Hautcarcinom des rechten Unterschenkels erkrankt war. Der Tumor 
war zuletzt rapide gewachsen und hatte die Unterschenkelknochen 
zerstért. Deshalb wurde knapp tiber dem Kniegelenk amputiert. Es 
wurde Knochenmark aus dem Rest der Tibia oberhalb der Geschwulst 
entnommen und analysiert: 


1. 


Substanz . 
CaSO, . 


0,0598 
0,0527 g 


alah. «+S a «83 ee oe 


Chloride 0,01438 g 
K + Na 11,16°) 
a er 
De ce oem ee) ee se 


Obwohl die Geschwulst entfernt war, kam die Frau bald ad exitum. 
Nun konnten das Knochenmark beider Oberschenkelknochen unter- 
sucht werden. Am rechten, friiher tumorkranken Bein wurde folgendes 


festgestellt : 


Die von dem 


Substanz . 
CaSO, . 


0,2356 g 
0,2684 g 


oes 


Chloride 


0,0200 g 


R+Na..+-- «+. 3,06% 
BG ssc cv vans « ODE 
ae o~ «os» 76% 


gesunden Bein erhaltenen Werte waren folgende: 





Substanz in 


Erste Analyse 


We os ie 0,4972 
CaSO, in g a 0,6248 
Ca in %. 36,99 
Chloride ing. .... 0,250 
K+Nain% .... 2,35 
Pt in g Me 9,0103 
K in % 0,83 


Zweite Analyse 


0,7183 
0,8988 
36,83 


0,0380 
2,47 
0.0147 
0,82 





— 


-™~ ows Fem it O22 £4 
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Diese aufschluBreiche Untersuchung zeigt, daB in der nachsten 
Nahe des Carcinoms sehr hohe Kaliumwerte vorhanden sind: 4,94°%, 
mit zunehmender Entfernung werden die Werte niedriger, so daB sie 
am Oberschenkel der kranken Seite nur noch 1,76% betragen. Dieser 
Prozentgehalt ist aber immer noch viel gréBer, als er sonst beiCarcinomen 
gefunden wurde. Der normale Carcinomwert wurde, wie der Vergleich 
mit den oben aufgefiihrten Fallen zeigt, am gesunden Bein festgestellt : 
0,82 und 0,83 %. 


Zusammenfassung. 
Die quantitative Analyse des Knochenmarks hat ergeben: 


1. Das Knochenmark hat im Wachstumealter einen hohen Kalium- 
gehalt, nach AbschluB des Wachstums aber nur noch ein Viertel bis 
ein Fiinftel dieses Wertes. 

2. Bei Vorhandensein eines Carcinoms kommt es zu einer erneuten 
Kaliumanreicherung des Knochenmarks. Diese Werte sind mindestens 
doppelt so groB wie beim erwachsenen, nichtcarcinomatésen Menschen. 

3. Das Natrium zeigt ahnliche Schwankungen, jedoch nicht mit 
der gleichen RegelmaBigkeit. 

4. Das Calcium zeigt UnregelmaBigkeiten, die in keine Relation 
zum Wachstum zu bringen sind. 














Kolorimetrische Bestimmung 
des Rhodangehaltes von Magensiften. 


Von 
Georg Lockemann und Werner Ulrich. 
(Aus der Chemischen Abteilung des Instituts Robert Koch in Berlin.) 
(Eingegangen am 8. Oktober 1931.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Fir die quantitative Bestimmung sehr kleiner Rhodanmengen kann 
nur ein kolorimetrisches Verfahren in Betracht kommen. Die mit 
Ferrisalzen in wiasserigen Losungen entstehende Rotfairbung der Rhodan- 
verbindungen hat schon vor tiber 100 Jahren zu ihrer Erkennung durch 
Treviranus (1) gefiihrt und ihnen auch den Namen verliehen. Eine 
andere charakteristische Farbreaktion ist die von G. Colasanti (2) 1889 
aufgefundene smaragdgriine Farbung verdiinnter Kupfersulfatlosungen. 
Diese Reaktion, die G. Kelling (5) zum qualitativen Nachweis des Rhodans 
im menschlichen Magensaft benutzte, hat spaiter G. Spacu (8) in der 
Weise abgeiindert, daB er zu der Kupfersulfatlésung noch Pyridin hin- 
zufiigte. Eine solche mit Pyridin versetzte Kupfersulfatlésung hat 
eine tiefblaue Farbe (durch Bildung des Komplexions [Cu Py,]) und 
gibt auf Zusatz von Rhodaniden einen’ griinen  Niederschlag 
[Cu Py,] (SCN), oder in Gegenwart nur sehr geringer Rhodanmengen 
eine griine Triibung, die beim Ausschiitteln mit Chloroform durch Griin- 
farbung des letzteren noch deutlicher erkennbar wird. 

Zur Nachpriifung der Empfindlichkeit und Brauchbarkeit dieser 
beiden Reaktionen haben wir zunichst einige Vorversuche ausgefiihrt. 
Dabei stellte sich heraus, daB mit Hilfe der Colasanti-Reaktion Rhodan 
in einer Verdiinnung von etwa 1: 6000 noch nachweisbar ist. Diese 
Empfindlichkeitsgrenze wurde durch Zusatz von Pyridin nach Spacu 
zwar betrachtlich verscharft; da aber der griine Niederschlag nur in 
alkalischer oder neutraler Lésung bestandig ist und durch Saure so- 
gleich gelést wird, ist diese Reaktion fiir den hier vorliegenden Zweck, 
die Priifung von normalerweise sawer reagierenden Magensaften, nicht 
brauchbar. Es kommt daher fiir die Rhodanbestimmung in Magen- 
siften praktisch nur die Farbreaktion mit Ferrisalzen in Betracht. 

Die Hisen- Rhodanid-Reaktion wird sonst meistens zum Nachweis 
kleinster Hisenmengen benutzt und ist von L. Lapicque (3) zuerst auch 
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fiir kolorimetrische EHisenbestimmungen angewendet worden. Dieses 
Verfahrens haben sich dann die verschiedensten Forscher zur Bestim- 
mung kleinster Eisenmengen bedient, wie z. B. F. Mylius (4) bei der 
Untersuchung von Platin auf Spuren von Eisen oder J. Kénig (6) bei 
der Wasseruntersuchung. Besonders eingehend hat sich R. Will- 
stdtter (7) mit dieser Reaktion beschaftigt und die giinstigsten Bedin- 
gungen fiir ihre Ausfiihrung ermittelt. Die rote Farbe ist durch die 
Bildung des Eisen-Rhodanid-Komplexes [Fe (SCN),] bedingt, und die 
Farbtiefe wachst unabhingig von der Eisenmenge bis zu einem ge- 
wissen Grade mit dem UberschuB an Rhodanid bei gleichzeitiger An- 
wesenheit von Salzsiure. Fehlt die iiberschiissige Salzsiure, so wird 
mit steigender Verdiinnung der Komplex [Fe (SCN),] immer mehr 
zersetzt, und damit nimmt gleichzeitig die rote Farbe ab. Diese tritt 
dann auf Zusatz von Salzsiure wieder in Erscheinung. 

In unserem Falle handelt es sich nicht um Nachweis kleiner Eisen- 
mengen mit tiberschiissigem Rhodanid, sondern umgekehrt um den 
Nachweis kleiner und kleinster Rhodanmengen mit tiberschiissigem Eisen- 
salz. Wie schon Lapicque gefunden hat, nimmt die Farbintensitat 
nicht nur bei gleichen Eisenmengen mit steigendem Rhodanidgehalt 
zu, sondern auch bei gleichem Rhodanidgehalt mit steigenden Eisen- 
mengen. Hier ist jedoch der Farbton ein anderer. Je gréBer der Uber- 
schuB des Kisenchlorids im Verhaltnis zu dem vorhandenen Rhodanid 
ist, um so mehr nimmt die Farbe einen braunen oder gelbroten Ton 
an. Ob diese Farbanderung lediglich durch Bildung einer Mischfarbe 
zwischen der rein roten Farbe des Eisen-Rhodanid-Komplexes und der 
gelben des Eisenchlorids zu erklairen ist, oder ob ein anders zusammen- 
gesetzter Eisen-Rhodanid-Komplex entsteht, mége dahingestellt bleiben. 
Jedenfalls laBt sich diese Farbreaktion sehr gut benutzen, um kleine 
Rhodanidmengen quantitativ zu bestimmen. 

Wie besondere Versuche ergaben, ist fiir die Bildung einer méglichst 
starken Rotfarbung ein Zusatz von Ferrisalz in einem solchen Uber- 
schuB notwendig, daB, auf molare Mengen bezogen, das Verhaltnis von 
Eisen zu Rhodan etwa zwischen 10: 1 und 300: 1 liegt. Das giinstigste 
Mengenverhaltnis ist von der vorhandenen absoluten Rhodanmenge 
abhangig und dirfte etwa zwischen der 50- und 100fachen molaren 
Menge Eisensalz liegen. 

Die Eisen-Rhodanid-Fdrbung ist gegen Einwirkung von Licht recht 
empfindlich. In unmittelbarem Sonnenlicht verblassen die mit kleinen 
Rhodanidmengen erhaltenen Farbungen sehr schnell vollstandig. Auch 
im zerstreuten Tageslicht nehmen sie schon nach einigen Stunden 
merklich ab, wahrend sie im Dunkeln, bei niedriger Temperatur auf- 
bewahrt, wie unsere Versuche zeigten, abgesehen von den kleinsten 
Rhodanmengen, stunden- und sogar tagelang ziemlich unverandert 
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haltbar sind. Mit Riicksicht auf die Lichtempfindlichkeit ist es not- 
wendig, bei derartigen kolorimetrischen Bestimmungen die Lésungen 
nur so lange dem zerstreuten Tageslicht auszusetzen, als es fiir die 
Vornahme der Bestimmung erforderlich ist, und sie im iibrigen véllig 
vor der Einwirkung des Lichtes zu schiitzen. 

Aus dem gleichen Grunde miissen fiir die kolorimetrischen Be- 
stimmungen jedesmal frisch hergestellte Vergleichslésungen verwendet 
werden. Der Gebrauch der tiblichen Kolorimeter erschien uns schon 
deswegen weniger ratsam, weil es wiinschenswert ist, die Bestimmungen 
auch an solchen Stellen vornehmen zu kénnen, wo besondere und 
kostspielige kolorimetrische Hilfsmittel nicht zur Verfiigung stehen. 
Wir haben daher unsere Versuche mit gleichen Schichthéhen in kleinen, 
offenen Glasréhrchen von gleichem Querschnitt unter Verwendung eines 
geeigneten Gestells ausgefiihrt. Wenn es sich nur um angenaherte 
Bestimmungen handelt, wird man unter den einfachsten Bedingungen 
auch mit gew6hnlichen Reagenzglisern auskommen kénnen, um die 
Farbstarke bei durchfallendem Tageslicht zu vergleichen. 

Aus zahlreichen Versuchen mit einfach wasserigen Lésungen hat 
sich ein kolorimetrisches Verfahren fiir die Bestimmung kleinster 
Rhodanmengen herausbilden lassen, das den Nachweis von Rhodan 
noch bis zu einer Empfindlichkeitsgrenze von etwa 1 : 1000000 gestattet. 
Den besonderen Verhaltnissen, die bei der Untersuchung von Magen- 
siften vorliegen, angepaBt, ist dieses Verfahren in untenstehender Vor- 
schrift kurz beschrieben. Seine Brauchbarkeit hat sich auch dadurch 
bewahrt, daB wir in besonderen Versuchen in einzelnen Magensaft proben 
zunachst den natiirlichen Rhodangehalt bestimmten und dann nach 
kiinstlichem Zusatz gewisser weiterer Rhodanmengen wiederum den 
Gesamtrhodangehalt ermittelten, der mit dem theoretisch berechneten 
iibereinstimmte. Bei der Ausfiihrung der von uns vor einiger Zeit 
veréffemtlichten Untersuchungen itiber den Rhodangehalt und die 
keimtétende Wirkung von Magensaften (9) (10) haben wir von dem 
hier beschriebenen Verfahren bereits praktischen Gebrauch gemacht. 


Vorschrift fiir die kolorimetrische Bestimmung des Rhodangehaltes 
von Magensiften '. 
I. Beschreibung der erforderlichen Gerdtschaften, 
AuBer den auch sonst gebrauchlichen MeBkolben, Pipetten u. dgl. 
sind fiir die Ausfiihrung der kolorimetrischen Bestimmung noch folgende 
besondere Geratschaften notwendig. 


1 Die hier beschriebenen Geratschaften sind in richtiger Ausfiihrung von 
der Firma Dr. Hermann Rohrbeck Nachf., Berlin N 65. Chausseestr. 88. zu 
beziehen; die gleiche Firma liefert auch die fiir die kolorimetrische Be 
stimmung erforderlichen Stammlésungen. 
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1. Réhrchengestell mit Schragstellvorrichtung. 


Da es fiir eine genaue Bestimmung zweckmaébBig ist, die Anordnung 
so zu treffen, daB man die zu untersuchende Probe unmittelbar mit zwet 
Lésungen von verschiedenem, bekanntem Gehalt vergleichen kann, so sind 
die drei Querbretter des Réhrchengestelles mit drei Lochreihen von je 
sechs Léchern versehen (s. Abb. 1). Die beiden a&uBeren Lochreihen sind 


>= 


Abb. 1. 
te 
“> — Réhrchengestell mit Schrigstell- 
VY Ce Aw Af vorrichtung 
kg fi) en eta 
“Ww Ss 0 5 D Aufgeklappter Deckel 
- 
7 i Vordere herausnehm- 
ra’ bare Wand. 
tr a 
. VA i), Y s SchlieBhaken 
& irs rx A - \ B Blende. 


Xr A = Klammer. 


fiir die Aufnahme der einzelnen Vergleichslésungen bestimmt, die Khodan 
in steigenden Mengen enthalten, und sind mit rémischen Ziffern (1 bis XI) 
bezeichnet. Die Lécher der mittleren Reihe dienen zur Aufnahme des 
Roéhrchens mit der zu untersuchenden Probe. Mit dieser wird so lange der 
Platz gewechselt, bis sie an der ihrem Farbton entsprechenden richtigen 
Stelle steht. Die lichte Weite der Lécher in den beiden oberen Brettern 
betragt 15mm, in dem untersten Brett 12mm. Die Gestellbeine sind 
héher als gewohnlich (12,5em), um dem Tageslicht ungehinderten Zutritt 
zur Tischflache zu gestatten. AuBerdem ist zur Erleichterung der Beob- 
achtung noch eine Vorrichtung zum Schragstellen des ganzen Gestelles 
angebracht'. 

Als Lichtquelle benutzten wir zerstreutes Tageslicht, wie es von einer 
weiBen Flache auf der Tischplatte (am besten weiBes, ungeleimtes FlieB- 
papier) zuriickgeworfen wird. Auf diese Weise wird erreicht, daB saémtliche 
Rohrchen gleichmaéBig beleuchtet werden. Auch geeignete kiinstliche 
Beleuchtung kann man nd6tigenfalls verwenden. 

Zum Schutz gegen die Lichtwirkung sind auch die Langsseiten des 
Gestelles mit herausnehmbaren Brettern versehen. An dem hinteren Brett 
ist der aufklappbare Deckel mit Scharnieren befestigt. Das Gestell ist innen 
schwarz gestrichen. AuBerdem ist dem Gestell eine aus Blech  ver- 
fertigte schwarz gestrichene Blende beigegeben, die zusammenlegbar ist 
und bei Nichtgebrauch hinter die Vorderwand des Gestelles geschoben wird. 

Das Gestell selbst wird auf einen groBen Bogen weifes FlieBpapier 
gestellt und zweckmaBig mit Hilfe der Schragstellvorrichtung in geneigte 


1 Diese Schragstellvorrichtung verdanken wir einem Vorschlage des 
Herrn Dr. phil. Th. Kunzmann. 
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Lage gebracht. Die weiBe Flache mu8 so groB sein, daB bei schrag gestelltem 
Gestell die Achsenrichtungen sémtlicher Réhrchen auf das Papier treffen. 
Unmittelbares Sonnenlicht mu8 bei der Betrachtung vermieden werden. 

Durch das Abblenden des Seiten- und Bodenlichtes der iibrigen 
Réhrchen wird die Bestimmung wesentlich verscharft und eine unndtige 
Ermiidung des Auges vermieden. Die Schragstellung des Gestelles gestattet, 
die ganze kolorimetrische Bestimmung im Sitzen auszufiihren. Zugleich 
wird dadurch erreicht, daB die Hauptrichtung des zerstreut reflektierten 
Tageslichtes in der Langsrichtung der Réhrchen liegt. Der hochgeklappte 
Deckel dient noch zur Abblendung des von vorn einfallenden Lichtes. 
Sobald die kolorimetrische Bestimmung vorgenommen ist, klappt man 
den Deckel zu und setzt das gerade gestellte Gestell bei Seite. um die 
Lésungen moglichst vor Einwirkung des Lichtes zu schiitzen (s. Abb. 2). 


A 





oO 


= = 
‘ 
ee } 
Abb. 2. Abb. 3. 
Geschlossenes Gestell, gerade gestellt. Kolorimeterréhrehen. 


2. Kolorimeterréhrchen. 


Da fiir eine genaue kolorimetrische Bestimmung erforderlich ist, daB 
die Schichthéhen der einzelnen Vergleichsproben genau gleich grof sind, 
kann man fiir diesen Zweck nur gleichkalibrige Réhrchen verwenden. 
Wir empfehlen dafiir Réhrchen mit einem inneren Querschnitt von 1,0 qem; 
d. h. mit’ einer lichten Weite von 11.28 mm. Die Réhrchen sind 100 mm 
lang und haben einen abgerundeten Boden, da ein flacher Boden, wie be- 
sondere Versuche ergaben, keine giinstigere Beobachtung erméglicht. An 
dem oberen Ende der Roéhrchen befindet sich eine schildartige Mattierung 
zur Beschriftung (s. Abb. 3). 


3. Mikrobiiretten. 


Fiir das genaue Abmessen der einzelnen Lésungen und des destillierten 
Wassers ist, namentlich bei Reihenbestimmungen. die Benutzung von 
Mikrobiiretten mit birnenférmigem Vorratsgefa8 und eingeschliffenem 
Glasstopfen, wie z. B. die ,,Derona‘‘-Mikrobiirette', ratsam. Es kommen 
hier folgende drei GréBen in Betracht: eine Biirette mit 1,0 ccm Inhalt 
und Einteilung in 0,01 cem (fiir das Abmessen der Rhodanlésung), eine 
Biirette mit 2,0cem Inhalt und Einteilung in 0,02 ccm (zum Abmessen 


1 M. Paucke, Zeitschr. f. angew. Chem. 36, 362, 1923. 
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des destillierten Wassers), eine Biirette mit 5,0 cem Inhalt und Einteilung 
in 0,leem (zum Abmessen der Eisenlésung). Natiirlich kénnen zum Ab- 
messen der verschiedenen Lésungen auch Pipetten von entsprechender 
GréBe benutzt werden. 


II. Herstellung der Stammlésungen. 


1. Rhodanlésung (n/1000 oder 1 millinormal). 


Zur Herstellung dieser Lésung wird zweckmawig eine n/10 Kalium- 
rhodanidlésung (97,17 ¢ KSCN im Liter) oder eine n/!0 Ammonium- 
rhodanidlésung (76,11 g NH,SCN im Liter) verwendet. Von einer solehen 
Lésung werden 10,0 cem genau abgemessen, in einem MeBkolben mit 
destilliertem Wasser auf | Liter aufgefiillt und mehrfach umgeschiittelt. 
Diese Lésung ist n/1000 (1 millinormal) und enthalt 0,0058°, Rhodan 
(SCN): 1.0 cem enthalt 0,058 mg Rhodan. 


2. Eisenlésung (m/10). 


44,0cem Liquor Ferri sesquichlorati DAB VI und 100 cem_ n Salz- 
saure werden in einen MeBkolben eingegossen, mit destilliertem Wasser 
auf | Liter aufgefiillt und gut durchmischt. Diese UGsung ist in bezug auf 
Salzséure n/10 und in bezug auf Eisen m/1!10. Sie enthalt 0.56°, Eisen (Fe); 
l0cem enthalt 5,6 mg Eisen. 


III. Ausfiithrung der kolorimetrischen Bestimmung. 
l. Herstellung der Vergleichslésungen. 

Zunachst werden die unter I, 3. beschriebenen Mikrobiiretten ge- 
fullt und zwar die 1,0 cem-Biirette mit der millinormalen Rhodan- 
losung, die 2,0-cem-Biirette mit destilliertem Wasser, die 5,0-cem- 
Birette mit der m/10 Eisenlésung. Alsdann verfahrt man folgender- 
mafen : 

lhe rsicht 


fiir die Herstellung der Vergleichslésungen mit Angabe des Rhodangehaltes. 








Rohrchen Nr.: I Ill \ Vil IX XI 
a) com m/10 Eisenlosung . . 1,9 1,0 1,0 1,0 1,9 1,0 
b) cem n/1000 Rhodanlésung 0 0,2 0.4 0,6 08 1,0 
c) cem destilliertes Wasser . 2.0 1.8 1,6 1.4 1,2 1,0 
Rhodan- millinormal 0 0.10 0,20 030 040 050 
gehalt mg (SCN) i. 100cem 0 ODS 116 1,74 2,32 240 

Réhrehen Nr. : Il IV VI Vill X XU 
a) ccm m/10 Eisenlosung . . 1,0 1,9 1,9 1,0 1.0 1,0 
b) cem n/1000 Rhodanlésung 0,1 0.3 05 07 09 1,1 
c) cem destilliertes Wasser . 1.9 1,7 1.5 1,3 1,1 0,9" 
Rhodan-j millinormal 0.05 015 0.25 035 045 0.55 
gehalt (mg (SCN) i. 10cem 029 O87 1,45 | 2,03 2,61 | 3,19 
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a) In die Réhrchen I bis XII werden je 1,0 ccm der Eisenlésung 
eingefiillt. : 

b) In die Réhrchen II bis XII werden nach den in vorstehender 
Ubersicht enthaltenen Angaben steigende Mengen der millinormalen 
Rhodanlésung eingefiillt. 

c) In die Réhrchen I bis XII werden nach den Angaben der Uber- 
sicht abnehmende Mengen destilliertes Wasser eingefiillt. 

Die nunmehr mit je 3,0 cem Gemisch beschickten Réhrchen werden 
gut umgeschiittelt. Wie in der Ubersicht angegeben ist, enthalten die 
Roéhrchen I bis XII steigende Mengen Rhodan von 0 bis zu 0,55 milli- 
normal oder von 0 bis zu 3,19 mg (SCN) in 100 ccm. 


2. Kolorimetrische Bestimmung. 

Fir die kolorimetrische Bestimmung des Rhedangehalts der Magen- 
saftproben ist es natirlich notwendig, die einzelnen Proben in derselben 
Weise zu mischen, wie das bei den Vergleichslésungen geschah; d. h. 
es muB jeweilig 7,0 ccm der Eisenlésung mit 2,0 ccm der zu priifenden 
Lésung gemischt werden, oder, falls von der letzteren weniger zur An- 
wendung kommt, muB so viel Wasser hinzugefiigt werden, daB die 
Gesamtmenge jedesmal 3,0 cem betragt. 

In ein Réhrchen wird 1,0 cem der Eisenlésung eingefiillt ; dann laBt 
man von dem zu untersuchenden, nétigenfalls filtrierten oder auf andere 
geeignete Weise geklarten (und entfirbten) Magensa/t zunachst 0,5 ccm 
hinzulaufen, schiittelt um und sieht zu, ob die entstandene Rotfarbung 
schon stark genug ist, um durch Vergleich mit den Vergleichslésungen 
den Rhodangehalt zu bestimmen. Auftretende Luftblasen lassen sich 
durch Beriihren der Oberflache mit einem Glasstab oder der Pipetten- 
spitze leicht beseitigen. Liegt der Farbton zwischen 0,3 und 0,5 milli- 
normal (SCN), dann fiigt man noch 1,5ccm destilliertes Wasser hinzu 
und fiihrt die Bestimmung endgiiltig aus, indem man das Roéhrchen 
zwischen zwei Vergleichsréhrchen stellt ( Beispiel A). 

Die Blende wird auseinandergeklappt und, nachdem die beigegebene 
kleine Klammer in der Mitte seitwarts anfgesetzt ist, so aufgelegt, daB 
man durch ihre Offnung die drei Réhrchen betrachten kann. Zur ge- 
nauen Bestimmung wechselt man die Stelle des Réhrchens mit der zu 
untersuchenden Probe, indem man, ohne die Blende abzunehmen, das 
Roéhrchen durch die Blendenéffnung herausnimmt und nach seitlicher 
Verschiebung der Blende das Réhrchen an die nachste Stelle setzt, bis 
es zwischen zwei Vergleichsréhrchen steht, deren Farbténe dem seinen 
am nachsten kommen. 


Auf diese Weise wird eine genaue Vergleichsbestimmung durch- 
gefiihrt. Dadurch, daB die Nummern der Reihen verdeckt sind, ist 
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eine moéglichst sachliche Beurteilung gewahrleistet. Erst nach Ab- 
nehmen der Blende stellt man die in Betracht kommenden Nummern 
des farbgleichen Vergleichsréhrchens oder der beiden der Untersuchungs- 
probe in der Farbe am nachsten kommenden Vergleichsréhrchen fest. 
Aus den Angaben der Ubersicht ergibt sich dann der Rhodangehalt 
der untersuchten Probe entweder unmittelbar oder durch Schatzung 
eines Mittelwertes. 

Zeigt es sich, daB der durch 0,5ccm Magensaft hervorgerufene 
Farbton zu stark ist; d.h. mehr als 0,5 millinormal (SCN) entspricht, 
so setzt man eine neue Probe mit weniger Magensaft (z. B. 0,2 oder 
0,1 cem) an und fihrt damit nach Auffiillung mit Wasser auf insgesamt 
3,cem die Bestimmung durch. In einzelnen derartigen Fallen wird 
es zweckmaBig sein, 1,0 ccm Magensaft auf ein Vielfaches (etwa 5 oder 
10 cem) zu verdiinnen und von diesen Verdiinnungen je 2,0 ccm fiir die 
Rhodanbestimmungen zu benutzen (Beispiel B). 

Ist die durch 0,5 ccm Magensaft hervorgerufene Farbe zu blag, so 
fiigt man noch weitere 0,5 ccm oder schlieBlich im ganzen 2,0 com Magen- 
saft zu der 1,0-cem-Eisenlésung und fiihrt die Bestimmung aus. Sind 
weniger als 2,0cem Magensaft verwendet worden, so mu natiirlich 
entsprechend Wasser zugesetzt werden ( Beispiel C). 

Liegt der Farbton bei Verwendung von 2,0 cem Magensaft noch 
unter dem in der Ubersicht in der Spalte II aufgefiihrten Wert von 
0,05 millinormal, so kann man, wenn man sich mit einfacher Schatzung 
nicht begniigen will, auch noch besondere Vergleichslésungen mit ge- 
ringerem Rhodangehalt, z. B. mit 0,025 millinormal (SCN), herstellen und 
diese zur kolorimetrischen Bestimmung benutzen. Wie oben angegeben, 
liegt die Empfindlichkeitsgrenze fiir den Rhodannachweis durch Eisen- 
chlorid bei der hier beschriebenen Versuchsanordnung etwa_ bei 
1 : 1000000. Dies entspricht einem Gehalt von 0,017 millinormal Rhodan 
oder von 0,1 mg (SCN) in 100 cem. 

ZweckmaBig stellt man die Rhodanbestimmung in dem zu unter- 
suchenden Magensaft mit mindestens zwei Proben desselben in ver- 
schiedenen Mengenverhaltnissen an und nimmt den auf 2,0 ccm be- 
rechneten Mittelwert. 

Da sich der Farbton des Eisenrhodanids in den Magensaftproben 
erst allmahlich in seiner vollen Starke einstellt, muB man die endgiiltige 
Ablesung erst nach etwa viertelstiindigem Stehen der angesetzten Probe 
vornehmen. In der Zwischenzeit ist zum Schutz gegen Lichtwirkung 
der Deckel zu schlieBen und das Gestell geradezustellen. 


Die Berechnung des Rhodangehalts der gepriiften Magensaft proben 
geschieht natirlich unter Beriicksichtigung der fiir die Bestimmung 
genommenen Mengen, und zwar in Millinormalgehalt (mn) Rhodan. 
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AuBerdem ist es vielleicht empfehlenswert, in ahnlicher Weise, wie man 
bei der Bestimmung der freien Salzsiure die zahlenmaBigen Angaben 
auf 100ccm Magensaft berechnet!, auch hier den Gehalt von 100 com 
Magensaft an Milligrammen Rhodan (SCN) zu berechnen. Eine milli- 
normale Rhodanlésung enthalt 58 mg (SCN) im Liter oder 5,8 mg (SCN) 
in L00cem. Man erhalt daher den Rhodangehalt ausgedriickt in mg 
Rhodan in 100 cem, indem man den gefundenen Millinormalgehalt mit 
5,8 multipliziert. In der Ubersicht sind die den jeweiligen Millinormal- 
gehalten entsprechenden Werte von Milligrammen Rhodan in 100 ccm 
mit angegeben. 


3. Beispiele fiir die praktische Ausfiihrung. 

Beispiel A. 0,5 cem Magensaft geben mit 1,0 cem Eisenlésung schon 
einen geniigend dunkelroten Farbton. Es werden noch 1,5 cem Wasser 
hinzugefiiet, umgeschiittelt und der Rhodangehalt durch Vergleich mit 
den Vergleichslésungen nach viertelstiindigem Stehen des wahrend dieser 
Zeit verdeckt gehaltenen Gestelles zu 0,35 millinormal bestimmt. Da nur 
0,5 com Magensaft angewendet waren, die mit Wasser auf 2,0 cem verdiinnt 
wurden, ist der wirkliche Rhodangehalt des untersuchten Magensaftes 
4.0.35 = 1,40 millinormal Rhodan. Das entspricht 5,8. 1,40 = 8,12 mg 
(SCN) in 100 cem. 

Beispiel B. 0,5 cem Magensaft geben mit 1,0 cem Eisenlésung einen 
dunkelroten Farbton, der mehr als 0,5 miilinormal Rhodan entspricht. 
Es wird eine neue Probe mit 0,2 cem Magensaft angesetzt, die einen Gehalt 
von etwa 0,3 millinormal Rhodan ergibt. Nachdem noch 1,8 cem Wasser 
hinzugefiigt sind, und das Gemisch umgeschiittelt ist, nimmt man nunmehr 
die Bestimmung endgiiltig vor. Es wird ein Gehalt von 0,25 millinormal 
Rhodan ermittelt. Da nur 0,2 cem Magensaft angewendet waren, ist der 
wirkliche Rhodangehalt !0.0,25 = 2.5 millinormal (SCN) oder 5,8 . 2,50 
= 14.5 mg (SCN) in 100 cem. 

Beispiel C. 0,5.cem sowohl wie 1,0 cem Magensaft geben mit 1,0 ecm 
Eisenlésung nur schwache Farbungen. Daher werden im ganzen 2,0 ecm 
Magensaft eingefiillt und umgeschiittelt. Die Bestimmung ergibt einen 
Gehalt von 0,25 millinormal Rhodan, welcher Wert in diesem Falle zugleich 
den wirklichen Rhodangehalt des gepriiften Magensaftes vorstellt. Oder 
anders ausgedriickt enthalt der Magensaft 5,8 .0,25 = 1.45 mg (SCN) in 
100 cem. 

Zusammenfassung, 

Es wird ein Verfahren zur kolorimetrischen Bestimmung des Rhodan- 
gehalts von Magensiften mit Hilfe der Eisenchloridreaktion angegeben 
und fiir dessen Ausfiihrung ein Réhrchengestell mit Schragstell- 
vorrichtung beschrieben. Nach diesem Verfahren laBt sich Rhodan in 
Magensiaften nachweisen bis zu einer Verdiinnung von etwa 1 : 1000000, 
entsprechend einem Gehalt von 0,017 millinormal Rhodan oder 0,1 mg 
Rhodan in 100 ccm. 


' Siehe z. B. L. Michaelis, Prakt. d. physik. Chem. 1926, 3. Aufl., S. 60. 
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Versuche iiber die Wirkung des Adrenalins 
und iiber den Mechanismus der Glykogenmobilisierung an der 
isolierten Froschleber. 


Von 
KE. Geiger. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitit in Pécs.) 


(Eingegangen am 10. Oktober 1931.) 


Zwei den Glykogenstoffwechsel der Leber betreffende, miteinander 
innig zusammenhangende Fragen sind, trotz vieler hierauf gerichteter 
Experimente, noch immer nicht geklirt: Die erste Frage ist, wieso 
Glykogen neben dem diastatischen Ferment innerhalb der Leberzelle 
bestehen kann, ohne abgebaut zu werden; und das zweite Problem 
betrifft den Mechanismus, durch den bei Zuckerbedarf der diastatische 
ProzeB in der Leberzelle eingeleitet wird. 

Besonders intensiv hat sich mit diesem Fragenkomplex Lesser! be- 
schaftigt, dessen Theorie tiber die raumliche Trennung von Diastase 
und Glykogen in der normalen Leber durch Adsorption des Ferments, 
wohl allgemein bekannt sein diirfte. Lessers Theorie wurde aber — 
wie spiter ausfiihrlich besprochen werden soll — eigentlich nur durch 
Versuche mit oberflachenaktiven Substanzen gestiitzt und kann daher 
als experimentell zu wenig fundiert, kaum befriedigen. 

Andere Theorien?, die einen gegen die diastatische Wirkung ge- 
richteten Hemmungskérper, oder Anderungen der aktuellen Reaktion 
bzw. im Diastasegehalt der Leberzelle zur Erklirung obiger Fragen 
annehmen, diirften zum Teil als widerlegt, zum Teil als experimentell 
kaum begriindet auBer acht gelassen werden. Im folgenden soll daher 
iiber eigene Versuche berichtet werden, die eine Klarung obiger Fragen, 
vor allem die der glykogenmobilisierenden Adrenalinwirkung im Sinne 
der modernen Fermentforschung als méglich erscheinen lassen. 


Methodik. 


Als Ausgangspunkt dienten uns Versuche iiber die Glykoneogenese 
der Froschleber, bei denen wir zwecks genauer Berechnung des neu 
gebildeten Zuckers Trockensubstanzbestimmungen in den einzelnen Leber- 
Jappen ausgefiihrt haben. Wir verwendeten zu diesen Versuchen groBe 


' Lesser, diese Zeitschr. 140, 441, 1923; 119, 108, 1921; 171, 83, 1926. 
2 Vgl. hierzu Pollak, Ergebn. d. inn. Med. 23, 337, 1923. 
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Eskulenten, deren Leber 3 bis 6¢ wog. Nach Unterbindung der Vena 
adominalis fiihrten wir eine Durchspiilungskaniile in die V. portae ein 
und isolierten hierauf dic Leber. Der eine Lappen (fast immer der rechte) 
wurde vor Beginn der Durchstr6mung der Leber mit einem nassen Wollfaden 
abgebunden und zur Trockensubstanzbestimmung verwendet. Der tbrige 
Teil der Leber (,,Lappen I1‘*) wurde nun durchstr6é6mt, und zwar regulierten 
wir den Durchstr6mungsdruck durch eine Vorrichtung, wie sie von Lesser! 
beschrieben wurde. Die Fliissigkeit wurde mit einem Gasgemisch durch- 
perlt, das aus 5 Vol.-°, CO, und 95 Vol.-°, O, bestand. Die durchstrémte 
Losung wurde in MeBzylinder aufgefangen, in die wir zwecks Hemmung 
der Glykolyse einige Kubikzentimeter 10°,ig. HCl brachten. Nach Ab 
schluB der Durchstr6mung haben wir ,,Lappen II*‘ an mehreren Stellen 
mit einer kleinen Schere skarifiziert. die anhaftenden Fliissigkeitsreste mit 
Filtrierpapier entfernt und dann Schnitte aus verschiedenen Teilen der 
Leber zur Trockensubstanzbestimmung in Wagegliéschen gebracht. Die 
Wiigeglaschen wurden fiir 12 bis 16 Stunden in einen elektrischen Trocken- 
schrank von 90°C gelegt, und nachher bis zur Gewichtskonstanz iiber 
CaCl, im evakuierten Exsikkator aufbewahrt. 

In vielen Vorversuchen fanden wir, daB die einzelnen Lappen der nicht- 
durechstrémten Froschleber den gleichen Trockensubstanzgehalt besitzen. 


Tabelle I. 





Lappen I Lappen II 
BOK TIT ie Trocken- | Differenz in °/ 


Gewicht —— Gewicht aibehenk von 
g % £ %'0 
Versuch Ia .. 1,24 31,80 1.96 31,89 + 03 
Es me ss 1,46 35.68 2,22 35.54 — 0,39 
mn me a6 1,86 29,72 2,5 29,81 + 03 
~ a 1,88 31.91 2,72 32.03 + 0,37 


Der Trockensubstanzgehalt der Leber verschiedener Frésche schwankte 
aber innerhalb weiter Grenzen (Tabelle Il); die Schwankungen konnten 
weder mit dem KH-Gehalt?, noch mit der Jahreszeit in regelmaBige Be- 
ziehungen gebracht werden. So enthielt die Leber: 

im September 1930 (Mittelwert aus 11 Versuchen): 32,33°, Trocken- 
substanz, 11,92°, Gesamt-KH; 

im Oktober 1980 (Mittelwert aus !2 Versuchen): 28.66°, Trocken- 
substanz, 7.9°,, Gesamt-KH; 

im November 1930 (Mittelwert aus 17 Versuchen): 29.78°,, Trocken- 
substanz, 11,49°, Gesamt-KH:;: 

im Dezember 1930 (Mittelwert aus 11 Versuchen): 30,07°, Trocken- 
substanz, 10,92°, Gesamt-KH:; 

im Mai 1931 (Mittelwert aus 10 Versuchen): 27,19°%, Trocken- 
substanz; 

im Juni 1931 (Mittelwert aus 10 Versuchen): 29,29°, Trocken- 
substanz. 


1 Lesser. diese Zeitschr. 119, 108, 1921. 

2 Bestimmung nach Sdaurehydrolyse (2,2°, HCl; 3 Stunden) im 
Wolframatfiltrat nach Hagedorn-Jensen (Modifikation von Issekutz u. Both, 
diese Zeitschr. 183, 301, 1927). 
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In allen weiteren Versuchen fiihren wir der Ubersichtlichkeit 
halber an Stelle der Trockensubstanz den aus dieser berechneten Wasser 
gehalt der Leber in Prozenten des Frischgewichts an. 


Versuche. 
I. 

Wir beobachteten, daB es bei Durchstrémung mit einer sogenannten 
froschisotonischen Ringerlésung regelmaBig zu einer Wasseraufnahme 
in der durchstrémten Leber kommt, so daB der Wassergehalt des durch- 
strémten ,,Lappen II" stets gréBer war als der des nicht durchstrémten 
Kontrollappens (Versuch 1 bis 7 der Tabelle II). Enthielt aber die 
Durchstrémungsfliissigkeit Adrenalin, so nahm der Wassergehalt (wie 
aus Versuch 8 bis 11 der Tabelle II ersichtlich) wahrend der Durch- 
strémung in zwei Fallen nur ganz unbedeutend zu, in zwei weiteren 
sogar ab. 

Die verwendete Ringerlésung Nr. 1 enthielt 0,6°, NaCl, 0,02°, Kel, 
0,02% CaCl, siee. und 0,02°, NaHCO,. Die Adrenalinlésung wurde aus 
Supraren. synth. basic. cryst. pur. der I. G. stets frisch hergestellt; die 
Auflésung erfolgte in einigen Tropfen n/100 HCl, und nach Zusatz zur 
Ringerlésung wurde letztere mit Hilfe von n/100 NaHCO, auf das pu 
der normalen Ringerlésung gebracht; als Indikator verwendeten wir 
Rosolsaure. 

Diese regelmaBig beobachtete, oben beschriebene Wirkung des 
Adrenalins glaubten wir vorerst auf die bekannte Vasokonstriktion und 
durch diese bewirkte Abpressung von Fliissigkeit aus der Leber zuriick- 
fiihren zu kénnen. In weiteren eigens zu diesem Zwecke angestellten 
Versuchen sahen wir aber, daB es bei Adrenalindurchstré6mung (1 : 50000 
bis 100000) — gemessen an der Tropfenzahl — zu keiner Verengerung 
der LebergefiBe kommt. Dieser Befund ist eine volle Bestatigung der 
gleichlautenden Beobachtung von Fréhlich- Pollak!, Morita? und Maloff*, 
die ebenfalls ein Fehlen der vasokonstriktorischen Adrenalinwirkung bei 
der portalen Durchstrémung der Froschleber feststellten, so daB die 
Vasokonstriktion als Ursache der beobachteten Wirkung ausgeschlossen 
werden konnte. 

Als an eine weitere Méglichkeit muBten wir daran denken, daB es 
uns — trotz Anwendung des Indikators — vielleicht doch nicht gelungen 
ist, die Adrenalinlésung genau auf das px der Ringerlésung zu bringen, 
und daB die Differenzen im Wassergehalt des durchstrémten Organs 
moglicherweise auf die Unterschiede des pq der Durchstrémungsfliissig- 
keit zuriickzufiihren sind. Wir verwendeten daher in weiteren Ver- 


1 Frohlich u. Pollak, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 77, 265, 1914. 
2 Morita, ebendaselbst 78, 232, 1915. 
3 Maloff, Pfliigers Arch. 205, 208, 1924. 
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Tabelle II. 





Side CoO 


IS & 


12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 


Datum 
21. IX. 1930 
22. 1X. 1930 
16. XII. 1930 
18. XII. 1930 
18. XII. 1930 
19. XIT. 1930 
14. I. 1931 
15. IX. 1930 
26. 1X. 1930 
9%. XII. 1930 
11. XIL. 1930 
23. XI. 1930 
23. XL. 1930 
23. XI. 1930 
2. XII. 1930 
3. XL. 1930 
4. XII. 1930 
4. XII. 1930 
15. X. 1930 
25. X. 1930 
26. X. 1930 
29. X. 1930 
1. XI. 1930 
11. V.1931 
11. V. 19381 
14. V.1931 
16. V. 1931 
15. VI. 1931 
19. VI. 1931 
17. V.1931 
7. VI. 1931 
9. VI. 1931 
3. VIT. 1931 
9. VIL. 1931 
9. VIL. 1931 


Wassergehalt 


in 0 


Lappen 1 


72,5 

63,05 
69,1 

71,94 
72,22 
69.16 
69,66 


3-1 DS 
$0 SI 
Po i 


70,59 
69,68 
69.54 
70,22 
67,38 
70,42 
70,63 


aon 


= 62 
of, Om > 
ors cror@ 


~~ 


69,94 
64.5 

72.71 
73.07 
67.92 
68,76 


77,14 
74,02 
72,91 
74,70 
73,50 
73,01 


0 


Lappen II 


77.02 
65,37 
72,83 
75,42 
75,18 
73,51 
74.93 


Mittel 


68,30 
67.9 

73.86 
73,23 


Mittel 


75,22 
74,07 
74,37 
74.57 
74,16 
75,23 
75,41 


Mittel 


66.49 
61,16 
72,42 
71,52 
70,2 


Mittel 


ISD s1-10 -) 


ieteted Abed 
wivnsnnw>d 
ce Orn 1 


Mittel 


72,55 
71,91 
68,77 
72,87 
72,60 
70,90 


Mittel 


Differenz 
in Jy von I 


+ 6,23 
+ 3,67 
+ 5,08 
+ 4,83 
+ 4,09 
+ 6,29 
+ 8,02 


+ 5,45 


+ 6,94 
+ 6,19 
+ 10,00 
+ 6,83 
+ 6.76 
+ 7,08 


| 
| 


Durehstriéimt mit 


Ringerlosung Nr. 1 
(0.6% NaCl, 
0,02 % CaCly, 
0.02% KCl, 
0,02% NaHCo.,) 


Ringerlosung Nr. 1 
+ Suprarenin 
1: 75000 


Ringerlosung Nr. 1 
mit PO,-Puffer 


Ringerlosung Nr. 1 
+ PO,-Pufter 
+ Suprarenin 

1: 75000 


Ringerlosung Nr. 2 
(mit 0.65% NaCl) 
+ PO, Puffer 


Ringerlosung Nr. 2 
+ PO,-Puffer 
+ Suprarenin 
1: 75000 
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suchen mit Phosphat gepufferte Lésungen, indem wir zu 88 ccm der 
Ringerlésung 2,6 ccm 1,4°% ige NaH,PO,- und 9,4ccm ebenfalls iso- 
tonische (2,4°,ige) Na,HPO,-Lésung zusetzten. Diese Lésung war 
nun geniigend gepuffert (px = 7,4) um die minimalen Mengen HCl, 
die wir zur Lésung der Suprareninbase verwendeten, paralysieren 
zu kénnen. In den mit dieser Lésung ausgefiihrten Versuchen 12 
bis 35 der Tabelle Il zeigte sich der Unterschied im Wasser- 
gehalt des durchstrémten Lappen nach Adrenalinzusatz vielleicht 
noch deutlicher als in den friiheren Versuchen. Unterschiede im 
pu der Durchstrémungsfliissigkeiten konnten also als Ursache 
der oben beschriebenen Adrenalinwirkung ebenfalls ausgeschlossen 
werden. 

Wir muBten also eine direkte Wirkung des Adrenalins auf die 
Wasserbindung der Zelle annehmen und haben hierbei vor allem an 
eine durch Adrenalin bewirkte Anderung der Zellpermeabilitat gedacht. 
Konnten doch Lange! am Muskel und Kauffmann? an der Froschhaut 
eine Herabsetzung der Permeabilitat durch Adrenalin feststellen, und 
auch die von mehreren Autoren angenommene ,,Endothelabdichtung*‘ 
diirfte auf die gleiche Wirkung des Adrenalins zuriickzufiihren sein 
(vgl. hierzu Gradinescu® und Donath*). Eine Herabsetzung der Perme- 
abilitat fiir Wasser reicht zur Erklirung der von uns beobachteten 
Wirkungen aber nicht aus, da wir sehen, daB Adrenalinzusatz nicht nur 
die Wasseraufnahme der Leber herabsetzt, sondern in den meisten Fallen 
sogar zu einer Abgabe von Wasser fiihrt. 


Es ware noch allenfalls daran zu denken, daB durch Herabsetzung 
der Permeabilitat geléste Substanzen der Durchstrémungsfliissigkeit in 
den Adrenalinversuchen schwerer in die Zelle eindringen und daher 
in diesen Versuchen eine osmotisch bewirkte Wasserbewegung aus der 
Zelle stattfindet. Gegen diese Annahme sprechen aber folgende Ver- 
suche, in denen wir die Leber in zwei nacheinanderfolgenden halb- 
stiindigen Perioden durchstrémten: Zu diesen Versuchen verwendeten 
wir ganz groBe Eskulentenleber und entnahmen zur Bestimmung des 
Wassergehalts der Leber vor Beginn der Durchstrémung den Lobus 
medius. Wir durchstrémten dann die iibrigen zwei Lappen mit Phosphat- 
Ringerlésung und entfernten nach !/, Stunde zur Wasserbestimmung 
den Lob. sin. Lobus dext. wurde weiter durchstrémt, und nach Ablauf 
von weiteren 30 Minuten wurde auch der Wassergehalt dieses Lappen 
bestimmt. 


1 Lange, Zeitschr. f. physiol. Chem. 120, 249, 1922. 
2 Kauffmann, zit. nach Lange, S. 265. 

3 Gradinescu, Pfliigers Arch. 152, 187, 1913. 

* Donath, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 77, 1, 1914. 
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Wassergehalt Wassergehalt Wassergehalt Differenz in ‘ zwischen 

von Lobusmed. von Lobus sin. von Lobus dext. Coban wed. Lobus tin 

° . ‘ und sin. und dext 

Versuch A 72,5 75,02 77,11 + 3,47 + 2.78 
B 69.42 73,18 75,06 + 541 2.56 

Cc 74.47 75,83 78,91 + 1,82 + 4,06 


Wir sehen aus den angefiihrten drei Versuchen, daB die Leber- 
lappen bei Durchstromung mit phosphathaltiger Ringerlésung sowohl 
wahrend der ersten wie auch wahrend der folgenden !/, Stunde Wasser 
aufnehmen. 

Wird jedoch nach AbschluB der ersten Periode auf eine adrenalin- 
haltige Lésung umgeschaltet, so nimmt im Gegensatz zu den Normal- 
versuchen der Wassergehalt des Lob. dext. wahrend der zweiten 
1/, Stunde ab: 





Wassergehalt Wassergehalt Wassergehalt Differenz in ‘ zwischen 
von Lobus med. von Lobus sin, von Lobus dext. 5) ; 
«bus med Lobus sin 
° ° und sin und dext 
Versuch D 67.82 69,06 66.29 + 1.84 4.01 
KE 66.85 69.29 67.3 + 3.65 2 87 
FE 72.13 74.98 73.01 + 3,95 2,62 


In diesen Versuchen kommt es also in der zweiten Adrenalin- 
periode ebenfalls zu Wasserabgabe, obwoh! die osmotisch wirksamen 
Teilchen der Lésung bereits in Periode 1 — wo mit adrenalinfreiem 
Ringer durchstrémt wurde — in die Leberzelle eindringen konnten. 

Eine Anderung der Permeabilitat glaubten wir also ebenfalls mit 
groBer Wahrscheinlichkeit als Ursache der Wasserabgabe ausschlieBen 
zu diirfen und nahmen daher an, daB Adrenalin zu einer Entquellung 
der Zellkolloide der Leber fiihrt und auf diese Weise cine Wasserabgabe 
bewirkt'. 

Il. 

Angesichts der groBen Bedeutung, die dem kolloiden Zustand des 
Fermentsystems fiir den Reaktionsablauf zukommt?, glaubten wir auf 
Grund unserer eben beschriebenen Versuche annehmen zu dirfen, dab 
Adrenalin durch Abanderung des kolloiden Zustandes bestimmter Zell- 
bestandteile den Glykogenabbau_ beschleunigt. 


1 J. Bang teilt (diese Zeitschr. 49, 87, 1913) in Tabelle [I einige Ver- 
suche mit. in denen Lappen derselben Leber teils in normaler, teils in 
Adrenalinringer aufbewahrt wurden; die dort angefiihrten Werte zeigen, 
daB es auch in diesen Versuchen im Gegensatz zu Bangs und im Sinne 
unserer Ausfiihrungen zu einer relativen Wasserverarmung der Adrenalin- 
lappen kam. 

2 Vgl. hierzu C. Oppenheimer in Gellhorns Lehrb. d. allgem. Physiol. 
1931, S. 342. 
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Im folgenden suchten wir unsere Annahme auf ihre Richtigkeit zu 
prifen und hatten hierbei aus weiter unten naher zu erérternden Griinden 
folgende Fragen zu beantworten: 

A. Ist die durch Adrenalin bewirkte Wasserabgabe nicht Folge der 
Glykogenmobilisierung ? 

B. Wie wird die dehydratisierende Wirkung des Adrenalins durch 
Ergotamin beeinfluBt ? 

C. Wie wirkt das ebenfalls glykogenmobilisierende Histamin auf den 
Wassergehalt der Leber ? 

D. Wie beeinflussen die entwassernden Ionen die Zuckerabgabe der 
Froschleber ? 

A. 

Die sub A oben prazisierte Frage muBte deshalb untersucht werden, 
da nach Ansicht mehrerer Autoren (Literatur bei Junkersdorf*) die 
Glykogenablagerung in der Leber mit Zunahme des Wassergehalts 
einhergehen soll, so daB mit der Méglichkeit zu rechnen war, daB der 
durch Adrenalin bewirkte Wasserverlust nicht Ursache, sondern Be- 
gleiterscheinung bzw. Folge des Glykogenabbaues ist. Obwohl Junkers- 
dorf eine Zunahme des Wassergehalts bei Glykogenmast bestreitet, 
sahen wir uns doch veranlaBt, den Wassergehalt solcher Lebern zu 
untersuchen, die praktisch als glykogenfrei zu betrachten waren. Solche 
Organe lieferten uns im Marz einige Frésche, die seit dem Frihherbst 
in Gefangenschaft lebten. In diesen Versuchen haben wir — wie oben 
beschrieben — mit adrenalinhaltiger Ringerlésung durchstr6mt und 
haben dann auBer dem Wassergehalt der Lappen auch den Zucker- 
gehalt der durchstrémten Fliissigkeit gepriift. In diesen drei Ver- 
suchen, auf deren Wiedergabe wir Raumorsparnis halber verzichten, 
zeigte es sich, daB das Adrenalin infolge der Glykogenarmut dieser 
Leber zu keiner Zuckerabgabe fiihrte, der Wassergehalt der durch- 
strémten Lappen aber ebenso abnahm, wie in den friiheren Versuchen, 
wo Adrenalin betrichtliche Zuckermengen mobilisierte. Die durch 
Adrenalin bewirkte Wasserabgabe kann also nicht Folge der Glykogen- 
mobilisierung sein, da sie auch bei Fehlen letzterer zustande kommt. 


B. 

Die glykogenm dbilisierende Wirkung des Adrenalins wird bekanntlich 
durch Vorbehandlung der Leber mit ergotaminhaltiger Lésung auf- 
gehoben, und so war zu untersuchen, ob auch die durch Adrenalin 
bedingte Wasserabgabe nach Ergotamin ausbleibt. 

Da das uns zur Verfiigung stehende methansulfosaure Ergotamin 
Sandoz) in bicarbonathaltiger Ringerlésung sich sehr schlecht lést, muBte 
( 


1 Junkersdor}, Pfliigers Arch. 187, 273, 1921; vgl. hierzu auch Mautner, 
Naunyn-Schmiedebergs Arch. 126, 255, 1927. 
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in Vorversuchen festgestellt werden, ob Adrenalin in bicarbonatfreier 
Ringerlésung den Wassergehalt der Leber ebenso beeinfluBt wie in normaler 
Ringerlésung. Die Adrenalinlésung haben wir in diesen Versuchen freilich 
auf das px einer ebenfalls bicarbonatfreien Ringerlésung gebracht. Wie 
wir aus den Versuchen der Tabelle IV ersehen (Versuch | bis 2) fiihrt auch 
eine bicarbonatfreie Adrenalin-Ringerlésung zu Wasserabgabe der Leber. 
Versuch 3 bis 4 zeigen weiterhin, da8 bei Zusatz von Ergotamin (1: 10000) 
zur Durchstrémungsfliissigkeit die Leber ebenso Wasser aufnimmt wie in 
den friiher mitgeteilten Normalversuchen. 


Tabelle III. 





edie Wassergehalt in ° Differenz b 
Nr F in ° Durchstriémt mit 

1931 Lappen I Lappen II von | 

4. IL. 74.06 72,29 — 2.38 Ringer ohne Bicarbonat 
2 3. VII. 65.98 63.94 3.09 + Suprarenin 1 : 75000 
3 5. IL 70,94 74,11 + 4.46 Ringer ohne’ Bicarbonat 
4 3. VIL 67,12 69.86 + 4,08 + Ergotamin 1: 10000 
5 6. IL. 69.73 72,86 + 4.49 R —_ 
6 6. IL 74,93 76.94 | +268 || Rieger ohne Bicarbone 
- an 4s pd p . + Ergetamin 1: 190000 
r 4. VIL. 70.17 72.20 + 2.89 | + Suprarenin 1.75009 
8 4.VI. 71,27 7445 + 4,46 ee 
9 | 22. VL. 69,23 67,80 - 2.06 
10 a. Ve 7391 72.64 1.71 | 
11 30. VI. 74.39 71,14 4,37 Ringer + Histamin I: 15000 
12 30. VI. 70,92 68.14 2.68 | 
13 3. VIL. 73.14 71.18 — 2.68 
14 24. VI. 65,48 66,80 + 2.11 Ringer chne Bicarbonat 
15 8. VII. 64.66 66.70 + 8,15 + Ergotamin 1: 10009 
16 8. VII. 68,28 69.98 + 2,49 Histamin 1 : 15000 


In weiteren Versuchen durchstrémten wir nun die Leber !/, Stunde 
hindurch mit Ergotaminlésung, entfernten dann zwecks Wasserbestim- 
mung den linken Lappen und schalteten auf eine adrenalinhaltige 
Lésung um. Wir durchstrémten dann mit dieser weitere 30 Minuten 
hindurch den ,,Lappen II“. Wie aus den Versuchen 5 bis 8 der Tabelle III 
ersichtlich, wird durch Ergotaminvorbehandlung die sonst nach Adrenalin 
beobachtete Wasserabgabe der Leber aufgehoben, der Wassergehalt 
des durchstrémten Lappen nimmt vielmehr in diesen Versuchen 
trotz Adrenalin — zu. Auch diese Versuche bilden also eine Stiitze 
unserer Annahme, daB zwischen Ent wasserung der Leber und Glykogen- 
mobilisierung nach Adrenalinzufuhr ursachliche Beziehungen bestehen. 


C. 


Um der oben beschriebenen durch Adrenalin bewirkten Wasser- 
abgabe im ProzeB der Glykogenmobilisierung eine wesentliche Rolle 
zuschreiben zu kénnen, untersuchten wir auch, ob andere glykogen- 
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mobilisierende Substanzen ebenfalls zu Wasserabgabe fiihren. Als eine 
solche wahlten wir Histamin, das nach unseren friiheren Untersuchungen 
an der isolierten Froschleber eine durch Ergotamin behebbare Glykogen- 
mobilisierung hervorruft?. 

Wie wir aus den Versuchen 9 bis 13 der Tabelle III sehen, fiihrt 
Histamin in Konzentrationen, die wir als zuckertreibend gefunden 
haben — ahnlich dem Adrenalin —, zu einer Wasserabgabe der Frosch- 
leber. Ergotaminvorbehandlung, die die zuckermobilisierende Wirkung 
von Histamin hemmt, hebt auch die Wasserabgabe auf, so daB es in 
Versuchen, wo die Leber mit Ergotamin vorbehandelt wurde (Nr. 14 
bis 16 der Tabelle III), zu einer Wasseranreicherung der Leber kommt. 

Hier sei besonders darauf hingewiesen, da8 Histamin zu einer Er- 
weiterung der GefaBe der Froschleber fiihrt (Beresin*, Morita*). Sollten 
also im Falle des Adrenalins — trotz Kontrolle der Tropfenzahl - 
Bedenken beziiglich einer Vasokonstriktion und einer hierdurch be- 
dingten Fliissigkeitsabpressung erwachen, so sind dieselben im Falle des 
Histamins ganz gegenstandslos, da es hier trotz GefaBerweiterung zu 
Wasserabgabe kommt. 

D. 

Wir konnten in den oben angefiihrten Versuchen also den Nachweis 
erbringen, daB zwei glykogenmobilisierende Pharmaka: Adrenalin und 
Histamin, zu Wasserverarmung der Leber fiihren, und daB nach 
Ergotaminvorbehandlung mit Hemmung der Zuckermobilisierung auch 
die dehydratisierende Wirkung dieser Mittel verlorengeht. Wir glauben 
also unsere Annahme, da8 Entwasserung der Zellkolloide unmittelbare 
Ursache des Glykogenabbaues ist, einigermaBen gestiitzt zu haben. 
Eine ganz besonders wichtige Stiitze unserer Hypothese wiirde freilich 
darin zu erblicken sein, wenn jene Ionen, deren dehydratisierende Wirkung 
aus kolloidchemischen Untersuchungen bekannt ist, die Zuckerabgabe 
der Leber fordern wirden. Wir fiihrten daher in dieser Richtung Ver- 
suche aus und wahlten als entquellende Salze CaCl, bzw. Na,SQ,, 
da die Stellung des Ca und des SO, innerhalb der Hofmeisterschen 
Reibe von der Verwendung dieser Salze die ausgeprigtesten Wirkungen 
erhoffen lieB*4. Im Falle des CaCl, konnten wir uns bereits auf eigene 


1 E. Geiger, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 146, 109, 1929. 

2 Beresin, zit. nach Guggenheim, Die biog. Amine. Berlin 1924. 

8 Morita, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 78, 232, 1915. 

4 Bei diesen Versuchen muBten wir noch darauf Riicksicht nehmen, 
da8B nur solche Ionen untersucht werden, die in Breiversuchen den dia- 
statischen ProzeB nicht oder nur in hemmendem Sinne beeinflussen, deren 
mégliche Wirkung auf den Glykogenabbau, also ahnlich dem Adrenalin, 
an die intakte Struktur der Leber gebunden ist. Fiir das Ca liefert unsere 
eben zitierte Mitteilung den Beweis. daB erhéhter Ca-Gehalt der Lésung 
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Versuche stiitzen, in‘denen wir mit L. Miiller! den Nachweis erbiachten, 
daB Ca in 0,1 bis 0,2°, der Ringerlésung zugesetzt die Zuckerabgabe 
der isolierten Froschleber férdert. 

In weiteren Versuchen priiften wir also, ob Ca in Konzentrationen, 
wie wir sie als glykogenmobilisierend witksam gefunden haben, zu 
Wasserabgabe der Leberzellen fiihit. Zu diesem Zwecke haben wir 
unter kryoskopischer Kontrolle eine Ringerlésung zusammengestellt, 
die bei einem Gehalt von 0,12°, CaCl, dieselbe osmotische Konzen- 
tration besaB wie die von uns verwendete normale Ringerlésung Nr. 2 
mit 0,65°, NaCl. Die Zusammensetzung dieser Ca-reichen Lésung war 
folgende : NaCl 0,60%, KCl 0.02%, CaCl, sicc. 0,12, Na HCO, 0,02 %. 
Mit dieser Lésung haben wir — wie bei den friiher beschriebenen 
Adrenalinversuchen — die Leber durchstré6mt und sahen gemaB unseren 
Erwartungen, daB die Erhéhung des Ca-Gehalts der Lésung eine Wasser- 
abgabe der Leber bewirkt (Versuch 1 bis 5 der Tabelle IV). 


Zu gleichen Ergebnissen fiihiten die Versuche (Nr. 6 bis 10 der 
Tabelle IV), in denen wir ein flockendes Anion (SO,) der Ringerlésung 
zusetzten. Diese ebenfalls unter kiryoskopischer Kontrolle —her- 
gestellte Lésung hatte folgende Zusammensetzung: 0,52°%, Na,SO,, 
0,52% NaCl, 0,02%, CaCl,, 0,02%, KCl, 0,02%, NaHCQO,. Aus 
den mit dieser Lésung ausgefiihiten Versuchen ersehen wir, dab 
Durchstrémung mit SO,-haltiger Ringerlésung zu einer Wasser- 
verarmung der Leber fihrt. 

Nunmehr priften wir noch, cb die SO,-Lésung auch zu einer 
Glykogenmobilisierung fiihrt. Zu diesem Zwecke durchstrémten wir 
eine Froschleber abwechselnd mit normaler Ringer- und mit einer 
SO,-Ringerlésung und bestimmten in der durchstiémten Fliissigkeit 
den Zuckergehalt [methodische Einzelheiten vgl. bei Geiger-Miiller 
sowie Geiger (1. c.)]. Aus den in den zitierten Mitteilungen angefiihrten 
Versuchen wissen wir, daB die Zuckerabgabe der Froschleber in den 
einzelnen aufeinanderfolgenden Ringer-Perioden allmahlich abnimmt. 
Die in Tabelle V mitgeteilten Versuche zeigen aber, daB es in der zweiten 
und vierten Periode — wo SOQ,-Ringerlésung durchstrémt wurde - 
stets zu einer gesteigerten Zuckerabgabe kam, was auf eine glykogen- 


den Glykogenabbau in Breiversuchen niemals férdert, sondern nur ein 
wenig hemmt. Fiir das SO, zeigten Bierry sowie Michaelis und Pechstein 
(diese Zeitschr. 59, 76, 1914), daB die Wirksamkeit von Diastaselésungen 
durch SO,-Zusatz nicht beeinfluBt wird. In dieser Frage gewidmeten 
Versuchen konnten iibrigens auch wir zeigen, da8 in S O,-Ringer suspendiertem 
Leberbrei der Glykogenabbau ebenso verliuft wie in normaler Ringerlésung. 

1 EB. Geer u. L. Miiller, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 108, 
238. 1925. 



















































Geel COG YOF &@ Ut 86 LOI re O€ 928 GG Of SF IA ‘G || > 
61°96 GG U& C62 6 OF F9ET eG O& EL 101 $2 Og Lg IA °F) § 
L998 8 O& £089 €6 O€ C6 Esl 1G OF 6&6 0G O€ EF ‘IA “RISD 
ST LL 1G O€ G6 GG 0G OF YO'SS 66 UE C69 06 Ug GG IA @} I 
loqo'yT Foo, oad core  2849'T FOOT Od 1aqu'T FOOT oad core 40Q0°T BOOT oad paral 3 
contlensaaoenr — Orn aqQusqRiayonz _— aquaqusoyonz ig WN aqeaAqRsayouzs arerd UH ieqe'] wap wn IN 
apollod “Al opoled III apoled TI ‘I WYOUME) 
“A NPQ L 
E9°% TUN 

ath is LT 12°69 96°0L TEA HI vl 

oe , 2 00 "OO HEN 92'E OR FL SL‘9L ‘ITA ‘6 6 

“£2600 988 “19 8) 70 G00 19 M 92° — 7e'0L 69BL HA 6 8 

"70 B20 TOS ™N “7 BF TO¥N PFE O0'0L UBL IA “FZ L 

wosury-"OS i ese rE OL CETL ‘TA "¥% 9 

U6 T — + 1830N 

— 16'T — 19°e2 GO'GL ILA ‘8 G 

. eet rs — LPL ILA ‘8 f 

QOHEN 40610 918 “10 Bi) FOI £6°92 ITA *L fF 

“oe GOO 1OM 0 900 IOBN ant E99) TWA CL 2 

‘deBry -":) 18'% — GE FL IA ‘O& T 

I] ueddey . ] ueddey] 1g61 
WU JWOASYIING I Oo UL ZUeIEYIG “IN 


O/g UL ByRYaFIOSSU AY re 





~ 

— 
t 
_ 


“AT 91P9OD 








Wirkung d. Adrenalins u. Mechanismus d. Glykogenmobilisierung usw. 171 


mobilisierende Wirkung des 8 O,-Gehalts der in diesen Perioden durch- 
strémten Lésung zuriickzufiihren ist. 


Unsere in diesem Abschnitt mitgeteilten Versuche zeigen also, daB 
die flockenden Ionen Ca und § O, neben einem Wasserverlust der Leber — 
ganz im Sinne unserer Annahme — auch zu einer gesteigerten Glykogen- 
mobilisierung fiihren. 

Diskussion. 

Bei Besprechung unserer Versuchsergebnisse wollen wir dieselben 
in zwei Gruppen einteilen. Aus den in die erste Gruppe gehérigen 
Versuchen geht hervor, daB zwei sowohl pharmakologisch wie auch 
physiologisch besonders wichtige Substanzen — Adrenalin und 
Histamin — zu einer Wasserverarmung der tsolierten Leber fiihren. 
Die beobachtete Wasserabgabe kann, wie ausfiihrlich gezeigt wurde, 
weder auf Vasokonstriktion noch auf osmotische Faktoren infolge 
Permeabilitatsherabsetzung oder auf Glykogenverlust zuriickgefiihrt 
werden, und es diirfte sich unseres Erachtens um eine Anderung im 
Quellungszustand der Zellkolloide handeln. Die entwaissernde Wirkung 
des Adrenalins diirfte eine elektiv gegen die Leberzellkolloide gerichtete 
sein, da eine soleche weder am Muskel (vgl. die Versuche von Overton 
in der zitierten Mitteilung von Bang), noch an Blutkérperchen! beob- 
achtet wurde. Auch scheint es uns von Bedeutung zu sein, daB der 
Antagonist des Adrenalins, das Ergotamin, auch die hier besprochene 
auf den Wasserbestand der Leber entfaltete Wirkung des Adrenalins 
aufhebt. Wenn wir auch iiber die Art der Zellbestandteile, die durch 
die untersuchten Mittel entwassert werden sollen, nichts Sicheres aus- 
sagen kénnen, glauben wir dem Umstand, da®B Anderungen im Wasser- 
gehalt, also physikalisch-chemische Zustandsanderungen der Zellen eines 
isolierten Organs im Laufe der Adrenalin- bzw. Histaminwirkung nach- 
gewiesen werden konnten, eine Bedeutung vom Standpunkt der all- 
gemeinen Pharmakologie zuschreiben zu diirfen. 


Die zur zweiten Gruppe gehérigen Versuche fihrten zu dem 
unseres Erachtens vom biochemischen Standpunkt wichtigen Er- 
gebnis, daB eine Wasserverarmung der Leber zu Glykogenabbau fiihrt 
und daB auch das wichtigste glykogenmobilisierende Hormon, das 
Adrenalin, héchstwahrscheinlich auf dem Wege der Entwasserung be- 
stimmter Zellkolloide eine Glykogenolyse bewirkt. Fragen wir nun, 
durch welchen Mechanismus die Wasserverarmung eine intrazellulare 
Glykogenolyse auslést, so miissen wir vor allem darauf hinweisen, daB 
bereits Lesser (a. a. QO.) ,,eine Entquellung der Kolloide durch plétzliche 


1 Vgl. hierzu Kozawa, diese Zeitschr. 60, 252, 1914, und eigene unver 
Offentlichte Versuche. 
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Wasserentziehung™ als eine Ursache der Glykogenolyse anfiihrt, und 
zwar soll dieser Modus dann in Betracht kommen, wenn die Durch- 
stromung mit hypertonischer Salzlésung zu Glykogenabbau in der Leber 
fiihrt. In diesem Falle soll namlich nach Lesser die Oberflaiche - 

welche die Diastaseadsorption, also die raumliche Trennung bewirkt - 

verkleinert werden, so daB die adsorbierte Diastase, in Freiheit gesetzt, 
aktiviert werden soll. Im Sinne der Lesserschen Adsorptionstheorie 
spielt tbrigens die Entquellung nur bei Verwendung hypertonischer 
Lésungen eine Rolle und hat als ein spezieller Fall der Verdrangung 
des adsorbierten Ferments zu gelten ; die iibrigen glykogenmobilisierenden 
Faktoren, wie Adrenalin oder Sympathicusreiz, sollen auf eine andere 
Weise an sich die adsorbierende Oberflache verkleinern (?) und das 
Ferment dadurch in Lésung bringen. Wir glauben also, daB unsere 
Versuche im Vergleich mit den Arbeiten Lessers auch insofern einen 
Fortschritt bedeuten, als wir auBer der Hypertoniewirkung auch fiir 
die durch Adrenalin, Histamin und einige Ilonen verursachte Glykogen- 
mobilisierung den gleichen GrundprozeB: die Wasserverarmung der 
Leber, mit groBer Wahrscheinlichkeit nachweisen konnten. 


DaB die Entquellung der Zellkolloide — im Sinne der von Lesser 
und bereits von Hedin geauBerten Adsorptionstheorie — durch Ferment - 
verdringung den diastatischen ProzeB einleiten sollte, bezweifeln wir 
aus folgenden Griinden: Erstens sind die Medellversuche Lessers durch 
die Beobachtungen von Meyerhof!, Unna? sowie Przylecki u. a.* in 
ihrer Bedeutung stark erschiittert, und zweitens hat Lesser in jenen 
Versuchen, die als eigentliche Grundlage der Adsorptionstheorie gelten 
sollten, Durchstrémungsfliissigkeiten von so hohem Gehalt an kapillar- 
aktiven Substanzen verwendet, daB ganz unkontrollierbare Struktur- 
anderungen eintreten muBten, und infolgedessen darf den Ergebnissen 
dieser Versuche eine physiologische Bedeutung kaum zugebilligt werden. 


Auch die neuerdings von Przylecky (a.a.O.) entwickelte Theorie, 
nach der eine Verdrangung von adsorbiertem Glykogen den diasta- 
tischen ProzeB in Gang setzen soll, krankt an ahnlichen Schwachen 
wie die Theorie Lessers und ist mit den mcdernen, hauptsachlich von 
Willstatter* entwickelten Theorien nicht recht in Einklang zu bringen. 


1 Meyerhoj, zitiert nach Przylecki, 1. ¢. 

2 Z. Unna, diese Zeitschr. 172, 392, 1926. 

3 Przylecki, Niedzwiedzka u. Majewski, Biochem. Journ. 21, 1025, 1927: 
Przylecki, Giedroyc u. Sym, ebendaselbst 22, 811, 1928; Przylecki u. Wojerk. 
ebendaselbst 22, 1302, 1928. 

4 Willstdtter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 125 u. 129; Oppenheimer, |. ¢. 
und Deutsch. med. Wochenschr. 56, 1967. 1930; Grassmann, Jahresber. 
Phys. u. Pharm. 9, 214, 1930; Fodor u. Frankenthal, diese Zeitschr. 22s. 


101, 1930. 
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Die Wirksamkeit der Fermente soll naimlich an eine itiberaus feine 
Verteilung an einem kolloidalen Trager gebunden sein, derselbe Trager 
soll auch das Substrat an der Oberfliche adsorptiv binden und die 
Fermentwirkung so erhéhen. Verdrangung von adsorbierter Diastase 
oder Glykogen kann also den AbbauprozeB kaum_ beschleunigen. 

Viel wahrscheinlicher scheint es uns zu sein, daB die Entwiasserung 
den kolloidchemischen Zustand des ,,Enzymtragers** abindert und den 
diastatischen ProzeB auf diese Weise aktiviert. Wir sehen aber leider 
einstweilen keinen Weg, auf welchem die Frage nach dem Zusammen- 
hang zwischen Wasserabgabe und Glykogenmobilisierung experimentell 
entschieden werden kénnte, und miissen uns daher mit der Feststellung 
zufriedengeben, daB unmittelbare Ursache des Glykogenabbaues in den 
untersuchten Fallen héchstwahrscheinlich eine Wasserabgabe der Leber 
ist. DaB dieser Feststellung auch eine weitergehende physiologische 
bzw. experimentell pathologische Bedeutung zukommt, zeigt z. B. der 
Befund von Schiff und Choremis', daB Exsiccose der Saéuglinge zu 
Glykogenverarmung der Leber fiihrt, und die Feststellung Mautners*, 
daB Glykogenansatz nur bei abundantem Wassergehalt des Organismus 
méglich ist. 

Untersuchungen tiber die Wirkung quellender Substanzen auf den 
Glykogenhaushalt der Leber sind im Gange. 


Zusammenfassung. 

1. Durchstr6émung mit froschisotonischer Ringerlésung fiihrt regel- 
maBig zu einer Wasseraufnahme der Leber; Adrenalinzusatz zur Durch- 
strémungsfliissigkeit hebt die Wasseraufnahme auf und fiihrt sogar zu 
einer Wasserabgabe seitens der Leber. 

2. Vasokonstriktion und hierdurch bewirkte Fliissigkeitsa bpressung 
ist nicht Ursache dieser Wasserabgabe, da Adrenalin die GefaBe der 
durchstré6mten Froschleber nicht kontrahiert. 

3. Die durch Adrenalin hervorgerufene Wasserabgabe scheint nicht 
durch Herabsetzung der Permeabilitat (Endothelabdichtung!) bedingt 
zu sein, sondern ist wahrscheinlich Folge der Entquellung der Zell- 
kolloide. 


4. Die Wasserabgabe kommt auch bei glykogenfreien Lebern tiber- 
winterter Frésche zustande, kann also nicht Folge des Glykogenabbaues 
sein. 


1 Schiff u. Choremis, Klin. Wochenschr. 5, 255, 1926. 
2 Mautner, a.a.O.; vgl. auch hierzu das Referat von O. Klein, Klin. 
Wochenschr. 5, 2365, 1926. 
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5. Die entquellende Wirkung des Adrenalins wird durch Ergotamin 
aufgehoben. 

6. Das glykogenmobilisierende Histamin fiihrt ebenfalls zu einer 
durch Ergotamin behebbaren Wasserverarmung der Leber. 

7. Die entquellenden Salze CaCl, und Na, 8 O, bewirken, der Ringer- 
lésung zugesetzt — bei Entwasserung der Leber —, ebenfalls eine 
Glykogenmobilisierung. 

8. Auf Grund dieser Befunde gelangen wir zur Annahme, dab 
zwischen Entquellung und Glykogenmobilisierung eine ursachliche Be- 
ziehung besteht, indem durch Entquellung des Fermentsystems der 
Zelle der Glykogenabbau in Gang gesetzt wird. 
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Einleitung. 


Es scheint heute festzustehen, daB die vergirbaren Hexosen (Glu- 
cose, Fructose, Mannose, Galaktose), um die Garungsreaktion zu er- 
leiden, sich in einem molekularen Zustande befinden miissen, der ver- 
schieden ist von dem, in welchem sie unter normalen Bedingungen 
in wasserigen Lésungen vorliegen. Wir haben nicht die Absicht, hier 
die verschiedenen Strukturbilder zu besprechen, welche fiir die méglichen 
labilen Formen der Zucker in Frage kommen. Wir verweisen auf die 
zahlreichen Publikationen auf diesem Gebiete !. 

Wir wollen nur darauf aufmerksam machen, daB die heute meist 
vertretene Ansicht dahin geht, daB die labilen, d. h. vergirbaren Formen 
die gleichen sind, unter denen die Hexosen in ihren Polymerisations- 
produkten bestehen. Nach der Bezeichnung von Neuberg und Kobel? 
werden diejenigen Zucker, welche diese besondere Struktur besitzen, 
alloiomor phe Zucker oder kurz am-Zucker benannt. Diese gemeinsame 
Struktur einer Hexose in mehr oder weniger komplexen Verbindungen 
und der gleichen Hexose in biologisch aktivem Zustande scheint in 
der Tat aus einer Anzahl experimenteller Beobachtungen hervor- 
zugehen®. 


1 Cf. u. a. M. Liidtke u. C. Neuberg, Alloiomorphe Zucker in Handbuch 
der Biochemie des Menschen und der Tiere (1930); W.N. Haworth, Con- 
stitution of Sugars, Arnold, London (1929); G. Bertrand in ..Rapport sur 
les Hydrates de Carbone‘. Paris 1930. 

2 C. Neuberg u. M. Kobel, Zeitschr. f. angew. Chem. 38, 761, 1925. 

3 H.v. Euler, Zeitschr. f. phys. Chem. 148, 243, 1925; G. Embden u. 
Cl. Haymann, ebendaselbst 137, 154, 1924; G. Embden u. M. Zimmermann, 
ebendaselbst 141, 225, 1924. 
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Trotz der zahlreichen Arbeiten tiber dieses Gebiet ist der Mecha- 
pismus des Ubergangs der gewohnlichen Hexosen in die am-Formen 
bei weitem noch nicht aufgeklart, und es schien uns interessant, zur 
Erkenntnis dieses Vorganges beizutragen. Es schien uns weiter, daB das 
kinetische Studium der Garungsreaktionen besonders geeignet sei, sofort 
verwendbare Resultate tiber diesen Punkt zu geben. Wir haben uns 
darum der kinetischen Methode zugewandt und haben die Versuchs- 
bedingungen so genau wie méglich festgelegt. 

Wenn man den Ubergang der gewéhnlichen Hexosen, d.h. des 
Gemisches von - und £-Formen in die am-Formen betrachtet, mui 
man drei Hauptfaktoren annehmen, die diesen Ubergang beeinflussen: 

A. Die Faktoren, die nur direkt auf die Hexosen wirken. 

B. Diejenigen, die nur direkt auf den Fermentkomplex wirken. 

C. Diejenigen, die gleichzeitig direkt auf die Hexosen und auf die 
Fermente wirken. 

Man mu8 hier bemerken, daB es schwierig ist. diese Vorginge genau 
zu analysieren und immer diejenigen Faktoren, welche nur auf die Hexosen 
bzw. auf die Fermente wirken, von denen, welche auf beide zu gleicher 
Zeit wirken, zu unterscheiden. Ersetzt man z. B. die Glucose in einem 
vergirbaren Medium durch Galaktose, so wirkt man direkt nur auf die 
Natur der Hexose; aber man wirkt gleichzeitig auf die Fermente der unter- 
suchten Organismen, da diese fahig sind, sich an die Galaktose zu gew6hnen 
und die neue Eigenschaft zu erwerben, diesen Zucker zu vergiren, d. h. 
ihre Fermente in Anwesenheit von Galaktose zu verandern. 

Wie alle Klassifikationen, ist auch diese keine absolut eindeutige. 
Aber sie ist deswegen nicht weniger niitzlich, und durch ihre AuBeracht- 
lassung haben sich eine ganze Anzahl experimenteller Arbeiten als 
wertlos erwiesen. 

Unter den Faktoren, die nur direkt auf die Hexosen wirken, kénnen 
wir folgende unterscheiden: 

a) die Natur der Zucker und 

b) die verschiedene Aktivierung der Hexosen. 

Was die Natur der Zucker anbetrifft, so weiB man tibrigens, dab 
die vergirbaren Zucker in zwei Klassen eingeteilt werden kénnen: die 
eine umfaBt die Glucose, die Mannose und die Fructose, die andere die 
Galaktose. Diese Unterscheidung beruht auf der lange bekannten und 
wichtigen Tatsache, daB die ersten drei genannten Zucker nur in der 
Stellung der OH-Gruppe des zweiten Kohlenstoffatoms verschieden 
sind. Diese Zucker kénnen sich iiber eine gemeinsame Enolform in- 
einander verwandeln!, indem sich unter dem EinfluB von OH-lonen 
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1 Lobry de Bruyn, Rec. trav. chim. 14, 25 


» 1897. 
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und vielleicht auch von Fermenten ein Gleichgewichtszustand bildet. 
Diese Unterscheidung stimmt iiberein mit der Tatsache, daB sich auch 
biologisch die Galaktose stark von den drei anderen Zuckern unter- 
scheidet. 


Der Vergleich der Vergarbarkeit der verschiedenen Zucker ist 
Gegenstand einer Anzahl Arbeiten geworden, die auf kinetischen 
Messungen beruhen. Man muB8 hier mit Willstdtter! bemerken, daB, 
wenn man die Geschwindigkeit, mit der verschiedene Zucker vergaren, 
miBt, es mindestens in gewissen Fallen nicht gleichgiiltig ist, ob man 
diese Messung so ausfiibrt, daB man eine Zuckerart allein oder bei 
Anwesenheit anderer Zucker vergiren l4Bt. Es kann in der Tat vor- 
kommen”, daB zwei Hexosen, die allein gleich schnell vergaren, einen 
starken Unterschied in der Vergérungsgeschwindigkeit zeigen, wenn sie 
beide gleichzeitig anwesend sind. Dies hat seinen Grund in einer ge- 
meinsamen Intermediarreaktion, die langsamer ist als der erste Angriff 
an der langsamer angegriffenen Hexose. Der Unterschied in den primaren 
Angriffen wird auf diese Weise unsichtbar. 


Diese Bemerkung von Willstdtter ist tiberall dort anwendbar, wo, 
wie bei der alkoholischen Garung, mehrere komplizierte Intermediar- 
reaktionen zwischen der primaren Umwandlung der Hexose, die man 
messen will und der CO,-Entwicklung, die man in Wirklichkeit miBt, 
stattfinden. Sie scheint nicht gleichgiiltig zu sein fiir den Fall der Milch- 
sduregirung; hier gibt es neben der studierten Aktivierung nur eine 
Zwischenreaktion, namlich die Methylglyoxalbildung*, und man weiB, 
daB das Methylglyoxal rascher dismutiert wird, als die Hexosen sich 
umwandeln. Der Vergleich der Milchsduregarung der einzelnen Hexosen 
kann also interessante Angaben iiber das Problem der Zuckeraktivierung 
liefern. 


Unter die Gruppe der Faktoren, welche direkt auf die Hexosen 
wirken, mu8B man auch die Méglichkeit einer Aktivierung dieser Hexosen 
einreihen. Diese Aktivierungsméglichkeit kann entweder durch die 
Anwesenheit definierter chemischer Substanzen oder durch die Gegen- 
wart bestimmter Fermente bedingt sein. Wir werden hier nur von 
einer Aktivierung durch Phosphat sprechen. Die klassischen Unter- 
suchungen von Harden und Young sowie von einer ganzen Reihe 
von Biochemikern haben fiir den Fall der Vergarung der Hexosen 
durch Zymase die Wichtigkeit der Veresterung dieser Zucker durch 
Phosphat gezeigt. Aber es ist bemerkenswert, daB diese Veresterungs- 


' Wilistdtter, Zeitschr. f. phys. Chem. 123, 170, 1922. 
2 Derselbe, ebendaselbst 128, 164, 1922. 
3 Neuberg u. Kobel, diese Zeitschr. 208. 463, 1928: 207, 232, 1929. 
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vorgange durch Phosphat bei der alkoholischen Garung nur bei Ver- 
suchen mit Zymase oder mit Hefezellen (untergariger Hefe) bei Gegen- 
wart von Toluol, aber niemals mit Mikroorganismen unter normalen 
physiologischen Verhaltnissen manifest wird. Wir beriihren hier die 
umstrittene Frage tiber die Rolle der verschiedenen Hexosephosphate 
bei Metabolismus der normalen Zelle. Wenn wir andere Mikroorganismen 
als die Hefe beobachten, so bemerken wir, daB nur Praparate von 
gewissen Milchsiurebakterien (Bac. casei ¢) nach Virtanen! es erlaubt 
haben, einen von einer Veresterung begleiteten EinfluB der Phosphate 
auf die Wirkung dieses Ferments der Glucose gegeniiber festzustellen. 
Es ist tbrigens zu bemerken, daB in diesen Versuchen die gebildete 
Milchsduremenge (etwa 1°.) sehr gering ist im Vergleich zu der Aus- 
beute, die man mit den lebenden Bakterien erhalt. 


Unter den Faktoren, die auf den Fermentkomplex wirken, ist die 
Natur der Fermente zu beriicksichtigen; die in den letzten Jahren im 
Neubergschen Institut ausgefiihrten Untersuchungen haben gezeigt, dab 
sowohl bei der alkoholischen wie auch bei der milchsauren Garung die 
Spaltung der Hexosen tiber das Methylglyoxal geht. Es schien also, 
als ob es bei diesen beiden Vergirungsarten eine gemeinsame erste 
Phase gibt, und man kénnte vermuten, daB die erste Umwandlung der 
Hexosen in beiden Fallen die gleiche sei. Wenn dem so ist, sollte man 
bei gleichen Versuchsbedingungen die verschiedenen Hexosen den zwei 
Fermenten gegeniiber sowohl qualitativ, wie quantitativ zu einer Reihe 
anordnen kénnen. Der Literatur nach scheint es nicht so zu_ sein, 
jedoch verhindert die Unkenntnis der experimentellen Bedingungen, 
wie z. B. der py, jeden endgiltigen SchluB. 


Neben der eigentlichen Natur des Fermentkomplexes, der einen 
Teil des lebenden Organismus darstellt, muB man eine andere Bedingung 
erwihnen, die wir mangels einer besseren Bezeichnung den ,,physio- 
logischen Zustand*‘ der Mikroorganismen nennen. Bis heute bestehen 
nur wenige experimentelle Daten itiber diesen -- wie wir sehen 
werden recht wichtigen Punkt. 


Die Faktoren, die zugleich auf die Hexosen und die Fermente ein- 
wirken, sind von sehr komplexer Wirkung. Zu dieser Gruppe gehort 
unter anderem die Wasserstoffionenkonzentration. Wir erwahnen z. B., 
daB nach Fernbach und Schiller? in einem Gemisch von gleichen Teilen 
Fructose und Glucose in schwach saurer Lésung unter dem EinfluB 
der meisten Hefearten die Glucose rascher vergart als die Fructose, 
mindestens, wenn man nicht den Anfang der Reaktion betrachtet, 


' Virtanen, Zeitschr. f. phys. Chem. 188, 136, 1924; 148, 71. 1925. 
2 Fernbach u. Schiller, C. r. 178, 2196, 1924. 
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wahrend im Gegensatz hierzu die Fructose in schwach alkalischem 
Medium wesentlich rascher vergirt als die Glucose. 

Aus allen diesen Uberlegungen geht hervor, daB man, um Schliisse 
iiber ihre ersten Angriffe ziehen zu kénnen, bei Messungen der Ver- 
garungsgeschwindigkeit verschiedener Zucker nicht vorsichtig genug 
alle experimentellen Bedingungen festlegen kann. Dieser Umstand hat 
uns veranlaBt, eine Reihe kinetischer Untersuchungen tiber die Ver- 
garung einiger Hexosen durch Milchsaéurebakterien vorzunehmen. Wir 
haben nacheinander die Natur der Hexose und den physiologischen 
Zustand der Zelle verandert und auch den EinfluB der anorganischen 
Phosphate studiert. Bei allen Versuchen haben wir die Temperatur 
und die Wasserstoffionenkonzentration konstant gehalten. Wir werden 
liber den EinfluB dieser beiden Faktoren in der niichsten Arbeit be- 
richten. 

Um den Mechanismus des primaren Angriffes der Hexosen zu ver- 
folgen, haben wir versucht, soweit wie mdglich alle sekundiren Re- 
aktionen, die die Vorginge maskieren kénnten, auszuschlieBen. Im 
besonderen haben wir versucht, jede Vermehrung sowie jede Ermiidung 
der Bakterien wahrend der Versuchszeit und auch jede vorzeitige Be- 
ruhrung zwischen den zu untersuchenden Zuckermolekeln und den 
Bakterien zu vermeiden. 

Methode. 

Die Reaktion wird jederzeit an Hand der CO,-Entwicklung verfolgt, 
die durch die Wirkung der Milchsaure auf das Bicarbonat der Lésung 
entsteht. Diese Entwicklung wird manometrisch mittels des Warburgschen 
Apparats gemessen. Wir haben einen Stamm Baci/lus Bulgaricus in reinem 
Zustande angewandt. Diese Bakterien koagulieren normalerweise die 
Milch bei 45° innerhalb 14 Stunden: Versuche. die friiher im hiesigen 
Institut mit diesen Bakterien ausgefiihrt worden waren, zeigten, daB diese 
Mikroorganismen eine nahezu 100°,ige Ausbeute an Milchsaure liefern 
und daB sie die Anwesenheit von Luft vertragen. 

Nach Impfung auf Milch unter gew6hnlichen Bedingungen werden 
diese Bakterien auf einen Bouillon gebracht, der nach der Angabe von 
Bertrand und Duchack' bereitet war. Die dauernde Neutralitat der 
Losung wird durch Zugabe von Kreidestiickchen erhalten. Der Bouillon 
wid vor der Impfung zentrifugiert oder besser mit Eiwei® geklart, um 
alle Verunreinigungen, die spater stérend wirken kénnten, zu entfernen. 
Nach Impfung des Bouillons entweder mit einer Kultur, die auf Milch 
geziichtet worden war oder die von einem friiheren Bouillon stammte, 
werden die Kolben 24 Stunden in einen Brutschrank von 44° gebracht. 
Nach Ablauf dieser Zeit haben sich die Bakterien gentigend vermehrt. 
lie Bakterien werden zentrifugiert und sorgfa!tig mit Ringerscher Losung 
gewaschen, bis kein Zucker mehr nachzuweisen ist. Die so erhaltenen 
Bakterien kénnen direkt fir die Messungen verwendet werden. Man 


1G. Bertrand u. Duchack. Ann. Inst. Past. 8. 402. 1909. 
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suspendiert sie in l0cem einer Ringerschen Lésung nach Warburg von 
folgender Zusammensetzung : 

“yg = Man mischt 96 Raumteile Natriumchlorid- (9 g NaCl im Liter), 2 Rasumn- 
teile Kaliumcehlorid- (11,5 g KCl im Liter), 2 Raumteile Calciumcehlorid- 
(12 g CaCl, im Liter) und 20 Raumteile Bicarbonatlésung (13 ¢ NaHCO, 
im Liter). Diese Lésung. im Gleichgewicht mit dem CO, der Luft unter 
normalem Druck (7 bis 8. 10-4 Atm.), besitzt eine py von 8,3. Wir haben 
durch Experimente mit Weinsaéure festgestellt, da8 die Alkalinitat der 
Lésung die manometrischen Messungen nicht stért. Man beobachtet leicht. 
daB diese pu von 8,3 dem Gleichgewicht der Lésung gegen die Luft-CO, 
entspricht; wenn man namlich die Lésung mit CO, sattigt und bei Gegen- 
wart von Luft schiittelt, stellt sich immer die pq 8,3 wieder ein. Diese px 
k6nnen unsere Bakterien noch ertragen. 

Die Menge Bakterien, die in 10 cem Suspension enthalten ist, entspricht 
0,075 bis 0,150 g Trockensubstanz. 

Die Lésungen der Hexosen werden mit reinen Zuckern in destilliertem 
Wasser hergestellt. Man verwendet 20°, ige L6sungen, die immer 24 Stunden 
vorher angesetzt werden. 

Die angewandten Phosphatlésungen werden durch mehr oder weniger 
groBe Verdiinnung einer Stammlésung von 11.876 g sekundarem Natrium- 
phosphat Sérensen im Liter bereitet. Wir haben uns versichert, da8 durch 
Zugabe dieser Losung zur Suspension der Bakterien in Ringerscher Lésung 
die pu in kemer Weise verandert wird. 

Fiir die Versuche verwendet man GefaiBe mit einem seitlichen Anhang. 
In jedes dieser GefaéBe werden 2 ccm der Bakteriensuspension und eine 
Menge von Phosphatlésung bzw. destilliertem Wasser gebracht, — ent- 
sprechend 0,25 bis 0,015 cem der Phosphatstammlésung; in den seitlichen 
Anhang bringt man 0,3 cem der Zuckerlésung. Ein solches GefaéB enthalt 
also eine Bicarbonatmenge, die (mit Weinséure gemessen) 1150 emm CO, 
entwickeln kann, und eine Zuckermenge, die wesentlich gr6Ber ist als die- 
jenige, welche von den Bakterien wahrend der Reaktionsdauer verbraucht 
wird. 

Die Atmosphire tiber der Lésung besteht aus Luft; die Temperatur 
des elektrisch geregelten Thermostaten ist 37°C (+ 0,01°). 

In einem Blindversuch ohne Zucker wird die iibrigens sehr schwache 
CO,-Entwicklung der Bakterien allein gemessen, um spater von der bei der 
Vergéirung entstehenden CO,-Menge abgezogen zu werden. 

Erst wenn alles fiir die Ablesungen bereit ist, wird durch Einkippen 
die Zuckerlésung zur Bakteriensuspension zugegeben. Dieser Moment 
wird bei allen unseren Versuchen als Nullzeit betrachtet. Alle unsere 
Resultate sind durch Kurven wiedergegeben. Die Abszissen geben die Zeit 
in Minuten und die Ordinaten die entwickelten CO,-Volumina in Kubik- 
millimeter an. Man wei, daB8 infolge der Reaktion: 

Na,HPO, + H,CO, — NaHCO, + NaH,PO, 
durch die Anwesenheit von sekundirem Phosphat eine (CO,-Retention 


eintritt. Wir haben diese Retention gemessen, um die nétigen Korrekturen 


anzubringen. - Unsere Kurven stellen also die wahre CO,-Entwicklung 
sowohl in Anwesenheit, wie in Abwesenheit von Phosphat dar. 

Die von uns mitgeteilten Resultate sind demnach bei 37°C, einer 
pu von 8.3, in Anwesenheit von Luft. mit Bac. bulgaricus erhalten worden 
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Resultate. 


I. Vergleich der verschiedenen Zucker: Glucose, Mannose. Fructose. Galaktose. 


Lactose bs 


Die Vergarungsgeschwindigkeiten dieser Zucker sind durch die 
Kurven der Abb. 1, 2, 3, 5 usw., wo G = Glucose, M = Mannose, 
F = Fructose, Gal. = Galaktose, L Lactose bedeuten, wieder- 
gegeben. 
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Abb. 1. 


25 mg Bakterien-Trockensubstanz 


Wenn man diese Abbildungen betrachtet, so kann man folgendes 
feststellen: 


1. Fur alle studierten Zucker besteht eine mehr oder weniger aus- 
gepragte Induktionsperiode ; auf die Induktionsperiode folgt eine Zeit 
heftiger Reaktion; die Reaktion flaut ab, es tritt wahrend dieser dritten 
Periode praktisch ein Stillstand ein. 

2. Die Ordinaten dieser dritten Stufe, die in allen Fallen weit 
unterhalb der theoretisch entwickelbaren CQO,-Menge liegen, sind je 
nach der Art der Zucker verschieden. 

3. Die untersuchten Zucker geben nach ihrer Vergdrungs- 
geschwindigkeit folgende Reihe : 


Fructose ~~ Mannose Glucose ~~ Galaktose. 
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Diese Einreihung bleibt immer dieselbe, in welchem Moment 
man auch den Reaktionsverlauf betrachtet, d. h. die Kurven schneiden 


sich nicht. 


. 4. Was die Lactose anlangt, so zeigt ihre Kurve eine besonders 
lange Induktionsperiode; dann schneidet sie, rascher ansteigend die- 
jenige der Galaktose. Es scheint dies daher zu kommen, daB die Lactose 
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Abb. 2. 


16 mg Bakterien-Trockensubstanz 


unter den gegebenen Bedingungen langsam wirkt und daB die Glucose, 
die aus der Lactose entsteht, sich wie normale Glucose verhalt. 

5. Wenn auch alle untersuchten Zucker eine Induktionsperiode 
haben, so ist dennoch bemerkenswert, daf die Induktionsperiode der 
Fructose sehr kurz ist; wenn wir annehmen, daB die Induktionsperiode 
der Aktivierung der Hexosemolekel entspricht, so ist unter den ge- 


gebenen Versuchsbedingungen die Fructose sehr labil. 


Es will damit 
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nicht gesagt sein, daB die Fructose keinen auBeren AnstoB nétig habe, 
um die am-Form anzunehmen: Der Beweis ist, daB die der Fructose 
entsprechende Kurve wie diejenigen der anderen Zucker einen End- 
zustand anzeigt. 
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Exp. 1V. 25 mg Bakterien-Trockensubstanz 


II. EinflugB des physiologischen Zustandes der Bakterien. 


Wir haben den EinfluB dieses Faktors zugleich an der Mannose 
und der Glucose betrachtet. Im Verlauf unserer zahlreichen Experimente 
tiber den Vergleich der Kinetik der Milchsduregirung dieser beiden 
Zucker muBten wir bald feststellen, daB gleiche Bakterienmengen unter 
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gleichen Bedingungen keine analogen Kurven gaben. Ein Faktor, 
dessen Natur uns noch unbekannt ist, bewirkt, daB die Kulturen, je 
langer sie entweder auf Milch oder auf Bouillon fortgeziichtet waren, 
ihre Vergarungskraft einbiBten. Wir haben auf diese Art eine ganze 
Reihe Kulturen von mehr oder weniger abgeschwichten Bakterien 
geziichtet und untersucht, wodurch wir die folgenden Vorgange, die wir 
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Abb. 4. 


vorliufig dem EinfluB des physiologischen Zustandes der Bakterien 
zuschreiben, studieren konnten. Wir bemerken weiter, daB dieser physio- 
logische Zustand sich auch in der mehr oder weniger groBen Fahigkeit 
der Bakterien, sich auf Bouillon fortzupflanzen, auBert; je geringer die 
Vergaérungskraft der Bakterien, desto geringer ist ihre Wachstums- 
fahigkeit auf Bouillon. (Letztere wurde gemessen durch das Verhaltnis 
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des Gedeihens der Impfkulturen.) Dagegen zeigen die Bakterien immer 
normale Wachstumsfahigkeit auf Milch. 

Abb. 4 gibt die Zahl und die Natur (Milch = L, Bouillon B) 
der Bakterienkulturen, die den verschiedenen Experimenten ent- 
sprechen, wieder. 

Es ist dies in gewisser Beziehung der Stammbaum unserer 
Bakterien. 

Die Kurven G und M der Abb. 2, 3, 5, 6, 7 und 8 geben die Ver- 
suchsresultate mit diesen verschiedenen Kulturen wieder. 
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Abb. 5 
Exp. VII. Etwa 16 mg Bakterien-Trockensubstanz 


Wir finden auf den Kurven die friiher beobachteten drei Perioden 
wieder; wir kénnen in allen Fallen feststellen, daB die Induktionszeit 
der Mannose kiirzer als die der Glucose ist und daB die Mannosekurve 
jmmer iber derjenigen der Glucose liegt (in einem ziemlich konstanten 
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Verhaltnis von 1,7). Der physiologische Zustand der Bakterien 
beeinfluBt also die absolute Reaktionsgeschwindigkeit, nicht aber 
das Verhaltnis der Vergarungsgeschwindigkeit der Mannose zur 
Glucose. 


Die durch die Ermiidung der Mikroorganismen beobachtete Ak- 








tivitatsverringerung zeigt sich besonders durch eine betrachtliche Ver- 
langerung der Induktionsperiode; man kénnte annehmen, dab es sich 
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Abb. 6. 
Exp. IX. Etwa 16 mg Bakterien-Trockensubstanz 


hier nur um einen quantitativen Unterschied handelt. Die Kurven 
der Abb. 8 zeigen den Abbau der Glucose durch verschieden grobe 
Mengen der gleichen Bakterien. Man bemerkt die weitgehende Un- 
abhangigkeit der Induktionszeit von der Bakterienmenge (vgl. Abb. 7 
und 8). Die Veranderung des physiologischen Zustandes der Bakterien 
wirkt also ungleich auf die verschiedenen Stufen des Reaktions- 
verlaufs. 
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III. EinfluB der Phosphate. 
Wir haben sodann versucht, die Vergarungskraft der abgeschwachten 
Bakterien durch Zusatz von Phosphat zur Vergirungslésung zu regene- 
; rieren. Die mit P (0,25) usw. bezeichneten Kurven geben den Re- 
aktionsverlauf bei Gegenwart von 0,25 ccm usw. der Phosphatstamm- 
lésung wieder (Abb. 2, 3, 5, 6, 7, 9 und 10). 
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Abb. 9. 
Exp. VI. 16 mg Bakterien-Trockensubstanz. 


Es wurden folgende neue Tatsachen festgestellt : 


1. Der Zusatz von Phosphat bewirkt nur im Falle ermiideter 
Bakterien eine Aktivierung. 


2. Dieser Effekt scheint besonders auf einer Verkiirzung der 
Induktionsperiode zu beruhen; in der Mehrzahl der Experimente schien 
das flache Ende der Kurven bei Anwesenheit oder Abwesenheit von 
Phosphat gleich zu sein; nur wird es bei Anwesenheit von Phosphat 
schneller erreicht. Bei einigen Versuchen hingegen haben wir beob- 
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achtet, daB bei Anwesenheit von Phosphat die Ordinate des End- 
zustandes einen etwas gréBeren Wert besitzt. 

3. Die Wirkung des Phosphats ist die gleiche fiir Glucose und Mannose. 
Die Kurve der Abb. 11 gibt den Wirkungsgrad des Phosphatzusatzes 
als Funktion der Aktivitét der Bak- 
terien wieder. Letztere wurde fir 





eine gegebene Menge in erster An- 
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steigenden Astes der Kurve_ ge 
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Exp. VIII. Etwa 16 mg 
Bakterien-Trockensubstanz. 


Die Kurven 0,25 usw. der Abb. 12 zeigen den EinfluB verschiedener 
Phosphatmengen, ausgedriickt in Kubikzentimeter der urspriinglichen 
Lésung. 

Das Phosphat erlaubt also bis zu einem gewissen Grade, einen 
Faktor des Vergarungssystems zu ersetzen, welcher fehlt, wenn die 
Bakterien ermiidet sind. 


Wenn man den Ermiidungszustand und den EinfluB des Phosphats 
kombiniert, so kann man eine Art selektive Vergdérung erhalten. Die 
Kurven der Abb. 13 zeigen, daB Mannose mit stark ermiideten Bakterien 
auf Phosphatzusatz fahig ist, Milchsaure zu bilden, wihrend Mannose 
allein, sowie Glucose auch auf Phosphatzusatz nicht vergoren werden. 

Wir haben darauf nach einer méglichen Phosphorylierung gesucht. 
Parallel zu einigen unserer Versuche haben wir Bestimmungen von 
mineralischem Phosphor kolorimetrisch ausgefiihrt. In keinem det 
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drei untersuchten Falle haben wir eine bemerkenswerte Abnahme des 
Gehalts der Lésung an mineralischem Phosphor gefunden. Wir glauben 
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Abb. 12. 
Exp. XIII. 31 mg Bakterien-Trockensubstanz. 
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Abb. 13. 
Exp. XIV. 25 mg Bakterien-Trockensubstanz. 


also sagen zu kénnen, dab, wenn der Einflu8 der Phosphate auf die 
Vergirung von einer Phosphorylierung begleitet ist, letztere durch 
rasche Verseifung wieder aufgehoben wird. 




















Untersuchungen iiber die nicht girfihigen Bestandteile der im 
Laboratorium oder in der Zuckerfabrik mit Alkalien erhaltenen 
Umwandlungsprodukte der Hexosen (..Glutosen*). 


Von 
W. Coltof. 


(Aus dem Laboratorium fiir Chemische Technologie der Technischen 
Hochschule in Delft.) 


(Eingegangen am 12. Oktober 1921.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Ubersicht der uns bekannten Literatur. 


Die Glutose wurde von Lobry de Bruyn und Alberda van Ekenstein 
entdeckt in Hexoselésung, die man zunachst mit ganz schwachem 
Alkali umgewandelt und dann vergoren hatte’. Die  vergorene 
Flissigkeit hat namlich reduzierende Eigenschaften und kann ein- 
geengt werden zu einem Sirup, aus welchem aber noch nie ein kristal- 
lisierter Zucker erhalten worden ist. Nach diesen Forschern ware die 
Glutose entweder eine Biose oder eine 3-Ketose; letztere Annahme 
wird von ihnen bevorzugt. 

Es hat sich nun_herausgestellt, da = mehrere ihrer Experi- 
mente, zum Teil infolge ungenauer Beschreibung, sich nicht gut re- 
produzieren lassen. Keiner der spateren Forscher hat, wie sie, einen 
fast farblosen Sirup erhalten. Es zeigt sich, daB sie den mineralischen, 
eiweibartigen, sauren und anderen Nicht-Zuckerbestandteilen, die sich 
méglicherweise im Sirup befinden, in ungeniigendem Mabe Rechnung 
trugen. Es laBt sich aus ihren Angaben nicht mit Sicherheit schlieBen, 
daB die von ihnen analysierten Produkte vollkommen trocken waren. 
Fir die Behauptung, die Glutose habe das halbe Reduktionsvermoégen 
der Glucose, findet sich kein Beweis. Das von ihnen erwahnte Fraktio- 
nieren der Glutose mittels Lésungsmitteln wird nicht naher beschrieben, 
ebensowenig das Umkristallisieren der Phenylosazone.  Keines ihrer 


' Recueil 14, 156, 203, 1895; 15. 92, 1896; 16, 257, 262, 274. 1897; Is, 
147. 309, 1899. 
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Ergebnisse ist denn auch eigentlich von spateren Forschern einstimmig 
bestatigt worden. 

Die Darlegungen von Nef! zeigten, daB die Reaktion viel ver- 
wickelter ist, als Lobry de Bruyn und A. v. Ekenstein meinten: im nicht- 
vergarbaren Riickstand kénnen sowohl unvergairbare Hexosen und 
Polysaccharide, wie auch Osone, Saccharinsiuren, Zuckerharze usw., 
zugegen sein. Nach ihm ist der Hauptbestandteil des Lobry de Bruyn- 
schen Sirups wahrscheinlich das ortho-d-Glucoson B: CH,QH—CO- 
CO—CH,—CHOH—CH,OH. Es ist ihm aber ebensowenig gelungen., 
dies zu beweisen, als die 3-Ketosen auf irgendwelchem Wege darzustellen. 
Es stellte sich tiberdies heraus, daB der Verlauf der Reaktion, die nach 
ihm primar aus einer Enolisierung bestehen soll (naher prazisiert von 
Lewis*), in hohem Mae von der Art des benutzten Agens abhingig 
ist (verschiedene Hydroxyde, Carbonate, Acetate und Phosphate sind 
im Laufe der Zeit in dieser Hinsicht untersucht worden). 

Benedict, Dakin und West sind die ersten gewesen, die sich zur 
Reinigung ihres (mittels Kalk hergestellten) Glutosesirups entschlossen 
haben. Sie fallten die Salze durch Zugabe von Aceton aus. Bei der 
Bestimmung des Reduktionsvermégens des so erhaltenen Produktes 
fehlt jedoch auch bei ihnen die Angabe, in welcher Weise sie den 
Trockengehalt der eingewogenen Substanzmenge ermittelt haben®. 

Bei der Herstellung der Glutose mit Na,HPO, nach Spoehr und 
Wilbur* hat man den Vorteil, einen Sirup zu erhalten, der durch die 
wiederholte Aufnahme in Athanol von darin unléslichen Substanzen 
befreit worden ist. Nach diesen Forschern ist das Kupferreduktions- 
vermégen die Halfte von dem der Glucose; die Jodreduktion sollte 
halb soviel Zucker anzeigen als die Kupferreduktion, wenn beide als 
Glucose berechnet wurden. Diese Behauptungen werden aber nicht 
durch, Angabe der Experimente gestiitzt; auch das Umkristallisieren 
des Phenylosazons, das schlieBlich bei 163 bis 166° schmelzen sollte, 
wird nicht beschrieben. 

In einer kiirzlich erschienenen Abhandlung® teilten Spoehr und 
Strain jedoch selber mit, daB das Reduktionsvermégen der Glutose 
noch keineswegs sichergestellt ist, dieselbe nie in reinem Zustande er- 
halten wurde und auch die tibrigen Eigenschaften noch nie mit Ge- 
wiBheit beschrieben worden sind. Sie erzielen bei verschiedenen Ver- 
suchen stark wechselnde Ausbeuten (15 bis 41 °,) und keine einheitlichen 
Produkte. Das Reduktionsvermégen fiir Kupfer schwankt von 29 bis 


! Liebigs Ann. 357, 214, 1907; 376, 1, 1910; 403, 204, 1914. 
Journ. Amer. Chem. Soc. 49, 1512, 1927; 50, 837, 2813, 1928. 
Journ. of biol. Chem. 68, 1, 1926. 

Ebendaselbst 69, 421, 1926. 

Ebendaselbst 85, 365, 1930. 
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58°, von dem der Glucose (auch hier fehlt die Angabe, wie man die 
,,wahre“ Glutosemenge ermitteln kann), wihrend die Jodreduktion sich 
zwischen 1] und 26% der Werte fiir Glucose bewegt. 


Ihre Versuche zeigen, daB die Fliissigkeiten sich nur schwer ver- 
garen lassen und nachher jedesmal ein geringeres Reduktionsvermégen 
aufweisen. Hieraus ziehen sie den SchluB, daB die Hefe zur Entstehung 
nicht reduzierender Stoffe AnlaB gibt. Deshalb, und auch mit Riick- 
sicht auf die Anwesenheit von Saccharinséuren usw., sind sie der An- 
sicht, daB man nicht sagen darf, die Glutose habe das halbe Reduktions- 
vermoégen der Glucose. 

Beim Fraktionieren der Phenylosazone mit Hilfe verschiedener 
(nicht genannter) Lésungsmittel erhielten sie Fraktionen, die bei ab- 
nehmendem Schmelzpunkt eine immer héhere Léslichkeit in Athanol, 
Benzol, Ather und Pyridin zeigten. War die Glutose nach Spoehr her- 
gestellt, dann hatten alle Osazone 15,3 bis 15,6°, N-Gehalt (theore- 
tisch fiir Hexosazon 15,66°,); die tiefer schmelzenden Osazone der 
Lobry de Bruynschen Glutosen enthielten aber nur 13 bis 14°, N. 
In Hinsicht auf die beschwerliche Vergarung und den Schmelzpunkt 207° 
des in Alkohol schwer léslichen Osazons scheint es uns gar nicht aus- 
geschlossen zu sein, daB Spoehr hier mit einem Gemisch von Glucosazon 
und ,,Glutosazon“ zu tun hatte (s. unten). 


Die Cyanhydrinsynthese ergab ein zweifelhaftes Resultat ; wire der 
Sirup nicht ganz vergoren, dann kénnten hier auch Glucose, Fructose 
oder Mannose in Reaktion getreten sein, um so mehr, weil bei der 
folgenden Reduktion und Amidbildung ein Saureamid erhalten wurde, 
das sich gemaB seinem Schmelzpunkt von einer 2-Ketose ableitet. Der 
von Spoehr und Strain gezogene SchluB, die Glutose sei ein Gemisch 
von Aldo-, 2-Keto- und 3-Keto-hexosen, befremdet uns, weil ein von 
einer 3-Ketose abgeleitetes Siureamid nicht erhalten werden konnte. 
AuBerdem hat Nef gezeigt, daB von den Aldosen nur Glucose und Man- 
nose, von den 2-Ketosen nur Fructose und Pseudofructose entstehen 
kénnen. Alle diese Zucker sollen bei der Vergiirung verschwinden. 
Wenn also die Kupferreduktion, die Jodreduktion, der EinfluB einer 
Oxydation mit Brom und andere Reaktionen schon auf ein Gemisch 
von Aldosen und Ketosen hindeuten, so miissen doch diese Eigen- 
schaften, falls die vergarbaren Zucker ginzlich verschwunden sind, 
anderen Kérpern als Aldo- oder 2-Keto-hexosen zugeschrieben werden. 


Die Mitteilungen von Waterman und van der Ent! und von Waterman 
und van der Linde*, die auf die Bedeutung der Glutose fiir die Rohr- 


' Archief voor de Suikerindustrie in Ned. Indié 1926, S. 942. 
2 Archief 1928, S. 1151. 
Biochemische Zeitschrift Band 243 13 
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zuckerindustrie hinweisen und eine Vorschrift zur Bestimmung derselben 
in Melasse geben, veranlaBten auch die Proefstation voor de Suiker- 
industrie in Ned. Indié, sich diesem Problem zuzuwenden. Nachdem 
die Glutosebestimmung in Melasse ausgearbeitet worden war!, wurde 
eine groBe Zahl dieser Analysen ausgefiihrt?, wobei der Gehalt sich 
tatsichlich in der von Waterman angegebenen GréBenordnung bewegte. 
Hierbei wird die Menge der Glutose als das Zweifache des aus der 
Kupferreduktion erhaltenen Glucosegewichts berechnet. 

Es ist merkwirdig, daB beim Stehen der Melasse dieser Glutose- 
gehalt bedeutend zunimmt, wahrend der Prozentsatz vergarbarer Zucker 
herabsinkt. Es zeigte sich hierbei aber keine RegelmaBigkeit *. 

Auch Untersuchungen mehr theoretischer Art sind ausgefiihrt worden *, 
wenn auch in bezug auf die Verhaltnisse in der Industrie. Jedoch erlangen 
diese Versuche mit ihrer hohen Kalkalkalitat dadurch einen Charakter, 
der sich von dem der Lobry de Bruynschen Reaktion bestimmt unter- 
scheidet. Es tritt hier eine starke Erniedrigung der titrierbaren Alkalitat auf. 

Mit Recht wird darauf aufmerksam gemacht, daB es notwendig ist, 
vor der Bestimmung der Jodreduktion den Alkohol zu entfernen, weil sich 
sonst etwas Jodoform bildet. In bezug auf von uns gegen die Ergebnisse 
friiherer Forscher erhobenen Einwande fallt es noch auf, daB auch hier die 
Behauptung, Glutose reduziere halb so stark wie Glucose, nicht fiir bewiesen 
gehalten wird; weiter, da®B das Verhaltnis zwischen Jod- und Kupfer- 
reduktion starke Schwankungen zeigte, daB die nach Spoehr hergesteliten 
Lésungen schwer vergaérbar waren, und daB die nach Lobry de Bruyn er- 
haltenen Sirupe viel weniger rein waren, als dieser behauptete. 

Indessen ist auch hier die Rede von einem ,,praktisch wasserfreien* 
Sirup, ohne daB irgendein Beweis dafiir gegeben wird. Die beobachteten 
Schwierigkeiten von starkem Schéiumen beim Eindampfen waren durch 
Zugabe von Methylalkohol und Filtration zu beseitigen gewesen. Die 
SchluBfolgerungen sind ferner hauptsachlich negativ, teils durch die Un- 
reinheit der Produkte, teils durch die unzulangliche Analysenmethodik. 

Auch die von Nagel erhaltenen Resultate geben wenig Anhaltspunkte °. 
Wichtig ist seine Reinigung der Sirupe mittels Methylalkohol, wenn auch 
diese wohl noch nicht vollstandig war (s. unten). Das Kupferreduktions- 
verhiltnis Glucose : Glutose hat er nicht zu bestimmen versucht, sondern 
hierfiir den Wert 2 angenommen. Er findet dann fiir ,,Rohsirup‘, dar- 
gestellt nach Lobry de Bruyn, eine Jodreduktion, die ungefaihr 50% des 
aus der Kupferreduktion ermittelten Glutosegehaltes entspricht; jedoch 
sank dieser Wert nach 6fters wiederholter Vergérung und Reinigung mit 
CH,OH auf 29%, herab. Er betragt fiir einen nach Spoehr und Wilbur 


Oo 


hergestellten Sirup 20°,, fiir vergorene Melasse 35°. 


1 Verslagen van het Proefstation voor de Suikerindustrie in Ned. Indié 
1928, S. 190. 

2 Verslagen 1929, S. 227. 
Verslagen 1929, S. 241. 
Verslagen 1928, S. 217. 
Archief 1930, S. 488; Mededeelingen van het Proefstation voor de 
Suikerindustrie in Ned. Indié 1930, S. 31. 
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Aus den Ergebnissen der qualitativen Reaktionen lieB sich wenig 
Positives schlieBen. 


Der Schmelzpunkt seines Phenylosazons nahm beim Umbkristallisieren 
ab, was ihn dazu veranlaBte, sich den p-Nitrophenylosazonen zuzuwenden. 
Diese wurden in Ausbeuten unter 20°, erhalten und diirfen deshalb unseres 
Erachtens nicht herangezogen werden, wenn es sich um NSchluBfolgerungen 
handelt. die auf den ganzen Sirup bezogen werden. Dieser enthielt auch 
noch optisch aktive Bestandteile, wie aus dem («)7}) =4,.2° hervorgeht. SchlieB- 
lich war, trotz der Methanolbehandlung, der Sulfataschengehalt noch 5%, 
bei der vergorenen Melasse sogar 17°,. Hieraus ist schon ersichtlich, daB 
die mineralen Bestandteile in Methanol ziemlich gut léslich sind. Jedoch 
ist aus seiner Mitteilung nicht zu ersehen, ob und wie Nagel diesen hohen 
Aschengehalten bei den Bestimmungen der Gefrierpunktserniedrigung 
Rechnung getragen hat; auBerdem hat er diese Erniedrigungen nicht fiir 
unendliche Verdiinnung extrapoliert, obgleich sich dies aus den Werten 
als. unerlaBlich erweist. Auch ohne dies befremdet es uns, da® er glaubt. 
daraus auf die Identitat der Melasse- und der Lobry de Bruynschen (oder 
Spoehrschen) Glutosen schlieBen zu diirfen. 


Nagel iuBert sich sehr vorsichtig. indem er nur von Ketose- und Aldose- 
Eigenschajten seiner Produkte redet; sie diirfen ja eigentlich keine Aldosen 
und 2-Ketosen enthalten. Nach seiner Ansicht sind die Glutosen Gemische 
allerhand unvergérbarer Produkte der Alkaliwirkung. Im Gegensatz zu 
Spoehr laBt er also die Vergérung als Ursache der Nebenprodukte auSer 
Betracht, weil er fand, daB das restierende Kupferreduktionsvermégen 
bei geniigender Hefemenge von den Verhaltnissen wahrend der Garung 
unabhangig ist, daB also die Glutose ein konstant bestimmbarer unvergir- 
barer Korper (oder ein Gemisch) ist. Was nun die Annahme Ne/s anbelangt, 
hebt Nagel noch hervor, da®B die EKigenschaften der Osone denen der Glutose 
in der Hauptsache wohl entsprechen. Weder er noch einer der sonstigen 
genannten Forscher hat aber versucht, diese Annahme nachzupriifen. 


Mit der Frage. ob der Rohrsaft von Natur Glutose enthalt, eine Frage, 
worauf nur in Rohrbau treibenden Gegenden mit GewiBheit die Antwort 
gegeben werden kann, hat sich auch die obengenannte ..Proefstation*‘ 
beschaftigt!. Die dort gezogene negative SchluBfolgerung scheint uns mit 
den Beobachtungen im Widerspruch zu stehen. Es wurden 0,042°,, Glutose 
im Rohrsaft gefunden. Das ist nicht so wenig. Von uns wurden im Saft 
eines schon mehr oder weniger alten Malagarohres ungefahr 0,11°,, Glutose 
(siehe 6.) gefunden. Auf Melasse umgerechnet entspricht das etwa 2,8°, 
Glutose in der Melasse; auch nach der Javaschen Angabe findet man noch 
1,3°, in der Melasse. Obgleich also die Bildung gr6éStenteils im Betrieb 
stattfindet (die Melassen enthalten 5 bis 13°, Glutose), so darf man 
doch nicht sagen, daB im Saft keine Glutose zugegen ist. Diese bildet sich 
ja nach Benedict (s. oben) in den Pflanzenséften schon unter dem EinfluB 
von Phosphaten aus den Hexosen. 

Es ist tibrigens unbegreiflich, daB bei einer Titrationsdifferenz von 
7,11 cem Thiosulfatlésung bei der Reduktionsbestimmung keine Bildung von 
Cu,O stattgefunden hatte, wie in der betreffenden Arbeit angegeben wird. 


1 Verslagen 1928, S. 231. 
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Eigene Untersuchungen. 


. 


1. Die Glutosepraparate wurden durch Eindampfen der wasserigen 
Lésung erhalten als braunrote Sirupe von siibem Geschmack mit bitter- 
saurem Nebengeschmack. Beim Trocknen dieser Sirupe im Hoch- 
vakuum (was weniger Schwierigkeiten bietet als das Durchleiten von 
Stickstoff bei gew6hnlichem Vakuum) bei Temperaturen bis 50°, ver- 
wandeln sie sich in ein gelbes Pulver, das an der Luft auBerordentlich 
schnell Wasser anzieht und sich dann wieder in Siruptropfen verwandelt. 
Die Glutose wird von der Delftschen ,,K6nigshefe‘‘ unter normalen 
Verhaltnissen nicht vergoren; wohl aber wird sie von anderen Mikro- 
organismen angegriffen. So beobachtet man, daB sich beim Stehen an 
der Luft auf der verdiinnten wasserigen Lésung Schimmeldecken bilden. 

2. Die Herstellung aus Fructose gelingt mit guter Ausbeute nach 
der Vorschrift Lobry de Bruyns und Alberda van Ekensteins. Entfernung 
des Bleies mittels Schwefelwasserstoff hat den Nachteil, daB die (bei 
der Einwirkung des Bleihydroxyds gebildeten) Sauren wieder in Lésung 
gehen und der Glutose beim spiteren Neutralisieren einen hohen Salz- 
gehalt erteilen. 

Es ist erwiinscht, nach der Bleibehandlung die Temperatur nicht 
mehr tiber 50° steigen zu lassen und vor der Vergirung das py auf 
3 bis 4 zu bringen. Soll letzteres durch Zugabe von Alkali geschehen 
(in diesem Falle nehme man N H,), so wird kein gutes Praparat erhalten, 
weil eine so groBe Aziditaét die Folge einer zu weit gegangenen Zer- 
setzung sein mub. 

Nach der Vergaérung (Temperatur 32 bis 33°, Dauer héchstens 3 Tage) 
filtriere man iiber ausgewaschenem Kieselgur und dampfe im Vakuum ein 
zur Entfernung des Alkohols und bis zu einem solchen Volumen, daB ohne 
Schwierigkeit das Zweifache an Methylalkohol zugegeben werden kann. 
Hierdurch werden die in der resultierenden Fliissigkeit teilweise unléslichen 
mineralen und eiweiBartigen Bestandteile in Form grober Flocken aus- 
gefallt und kénnen abfiltriert werden. Mit Riicksicht auf den hier ent- 
standenen bedeutenden Niederschlag erregt es Verwunderung, daB nach 


Lobry de Bruyn und Alberda van Ekenstein die von ihnen erhaltene Glutose, 
bis auf 1 bis 2°, von der Vergérung stammende Sauren, rein sein soll. 


Nach Entfernung des Methanols durch Eindampfen kann nachgepriift 
werden, ob die Fliissigkeit sich noch weiter vergaéren 148t. Wenn dies 
nicht mehr der Fall ist, kann durch weiteres Einengen der Sirup erhalten 
werden. Oft zeigt sich erst nach einigem Konzentrieren, daB die Fliissigkeit 
noch vergirbar ist. Auch iiberzeuge man sich immer, dal sie nach Zusatz 
von etwas Glucose wieder vergarbar ist, also keine hemmenden Bestandteile 
enthilt. 

Unsere Sirupe waren nie beinahe farblos, wie es L.de Bruyn und 
A.v. Ekenstein erwahnten. Auch die besten Produkte waren, wenn auch 
klar, braun gefarbt. Behandlung der Lésung mit aktiver Kohle hatte in 
dieser Hinsicht nur geringen Erfolg. 
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3. Zwecks Herstellung der Glutose aus NSaccharose wird letztere in 
25°,iger Losung mittels so viel Oxalséure, daB die Inversion in einigen 
Stunden praktisch beendet ist, bei 70° invertiert. Die erhaltene fast farblose 
Léosung wird zum gré8ten Teil mit Baryt neutralisiert und darauf mit 
einem Uberschu8 an Bariumcarbonat versetzt. Nach der Filtration kann 
sogleich die Umwandlung gemaéB der Vorschrift Lobry de Bruyns und 
Alberda van Ekensteins ganz wie beschrieben ausgefiihrt werden; nur ist 
die Ausbeute hier etwas niedriger. Es ist auch méglich, erst die Fructose 
mittels Kalk in der Kalte auszuscheiden und sodann Glucose und Fructose 
einzeln zu verarbeiten. Die Gesamtausbeute wird hierdurch aber meistens 
nicht giinstiger. 

4. Untersuchungen im Laboratorium zeigten, daB sich beim Trocknen 
von Calcium fructosat (mit Eiswasser ausgewaschene Kristalle) iiber Phosphor- 
pentoxyd oder durch Erwaérmung ein Produkt bildet!, woraus bei der 
Zersetzung mit Saéure eine Lésung entsteht, die auBer Fructose auch Glucose 
enthalt, nebst unvergirbaren reduzierenden Stoffen, aus welchen sich 
ein Osazon bereiten laBt. Es besteht hier also eine gewisse Uber- 
einstimmung mit der Lobry de Bruynschen Keaktion, aber die Alkalitat 
ist offenbar schon zu groB, so daB eine viel geringere Ausbeute an un- 
yergérbarem reduzierenden Stoff erhalten wurde, wahrend starke Gelb- 
farbung und Verlust an Totalreduktion auftraten; offenbar findet hier 
also vornehmlich Bildung von Saéuren und gefarbten Produkten statt. 

5. Soll die Vergdérung der Rohrmelasse flott vonstatten gehen, so 
muf man sie mindestens vierfach verdiinnen, die Lésung auf py 3 
bis 4 bringen (beispielsweise mittels H,SO,+ H,;PO,) und dann 
zum Sieden erhitzen. Bald darauf wird etwas Adsorptionskohle zu- 
gesetzt und nach dem Abkiihlen filtriert. Die Flissigkeit kann in 
der oben angegebenen Weise vergoren und weiter auf Sirup verarbeitet 
werden Beim Zusatz von Methylalkohol werden hier auch die mineralen 
und eiweiBartigen Bestandteile, die schon vor der Vergaérung in der 
Melasse zugegegen waren, ausgefallt. 

Lobry de Bruyn und Alberda van Ekenstein, die keinen Methyl- 
alkohol benutzten, umgingen den Fehler, der durch die Gegenwart 
dieser Bestandteile in der Bestimmung des reduzierenden Vermégens 
stecken kénnte, durch Ausfiihrung einer zweiten Bestimmung nach 
Behandlung des Sirups mit Salzsiure gemaB Sieben-Dammiiller und 
Berechnung der Glutose aus der Differenz. Sie nahmen offenbar an, 
daB bei dieser Arbeitsmethode* keine anderen Reaktionen als Zer- 
setzung der Glutose (welche sie als eine bestimmte Substanz oder 
héchstens als ein Gemisch von Isomeren auffaBten) stattfinden wiirden. 

6. Der Gehalt der Rohrmelassen an ,,Glutose** kann bestimmt werden, 
wie es in der Literaturiibersicht angegeben und unten naher ausgefiihrt 
wird. Es ergibt sich, daB dieser Gehalt schwankt von 5 bis 13°,, bei 
Annahme eines Reduktionsverhaltnisses Glucose : Glutose = 2: 1 und 


! Siehe auch Waterman, Rooseboom u. Oberg, Chem. Weekbl. 1928, 8. 50. 
2 Siehe von Lippmann, Chemie der Zuckerarten, 3. Aufl., S. 486. 
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nach Abzug eines ,,Blanko-Hefeversuchs. Die Vorginge im Betrieb 
sind hieran zum gréBten Teil schuld. Der Rohrsaft selbst ist zwar 
nicht frei von Glutose, aber sein Gehalt daran wirde in den zur Unter- 
suchung gelangten Fallen héchstens einen Gehalt von 2°, in der Melasse 
erklaren kénnen. 

Es ist dies untersucht worden fiir einen Saft von Kubarohr und 
von Malagarohr. NaturgemaB ware es besser, zum vorliegenden Zweck 
frisch geschnittenes Rohr zu benutzen, mit anderen Worten: diese Be- 
stimmungen am Ort auszufiihren, wie es die ,,Proefstation’ (man vgl. 
die Literaturtibersicht) getan hat. Es hat sich gezeigt, daB der Gehalt 
des frischen Java-Rohrsaftes etwa die Halfte betrug vom Gehalt des 
von uns untersuchten Saftes eines schon etwas gealterten Malagarohres. 


Unverletzte, nicht angefaulte Stiicke wurden ausgesucht und im 
crusher‘ gemahlen. Imbibition mit 50% des Saftvolumens.  Filtriert 
durch Nesseltuch und konserviert durch Zugabe von Stiickchen Campher. 

Analyse des so erhaltenen Saftes: Brix 9,7 bei 17,2°Brechungs- 
exponent 1,3478 bei 18,7° (korrigiert). Trockengehalt 10,55 Gew.-°/, 
(bestimmt nach Josse). Sulfatasche 0,1826 ¢ pro 50 ccm.  Aziditat 
13,0 cem Kalkwasser 0,0255n pro 20cem. Fehling-Reduktion 18,8 cem 
Thiolésung 0,0956 n pro 2cem. Polarisation trotz Klarung (wobei von 
100 auf 110cem verdiinnt wurde) nicht abzulesen. Polarisation nach 
Inversion von 75 der 110 cem gemaB Clerget und Auffiillung bis 100 cem: 

2.4° Ventzke pro 10cm Rodhrenlinge bei 26°. 

Hieraus wurde berechnet: Densimetrischer Brix, korrigiert: 9,7. Re- 
fraktometrischer Brix: 9,95. Trockengehalt 10,55°,. Im Mittel also un- 
gefahr 10g Trockensubstanz pro 100 cem. 

Reduzierende Zucker als Glucose berechnet gemaB Schoorl*: 
59.8 mg/2 eem 3g pro 100 cem. 

Da nun die nichtzuckerartigen Bestandteile héchstwahrscheinlich 
weniger als Ig pro 100cem betragen*, kann man den Saccharosegehalt 
als 6 bis 7g pro 100 cem annehmen. 

Unter Verwendung des Polarisationswertes nach der Inversion Jabt 
sich nun annihernd die Menge der Glucose und der Fructose berechnen 
mit Hilfe der in Landolt-Bérnsteins Physikalisch-Chemischen Tabellen 
angegebenen spezifischen Drehungen. Man findet: 

Glucose. . . . . . . 175 bis 1,85 g pro 100 cem 
Fructosee ......41,25,, 115¢@ ,, 100 

Eigentlich hatten wir vom Reduktionswert vor der Vergérung jenen 
nach der Vergérung (s. unten), beide als Glucose berechnet, abziehen 
sollen. Letzterer betrug aber nur 37.8 mg pro 100 cem und ist hier also 
zu vernachlassigen. 

Carbonatasche pro 100 cem 0,329 g. Freie Saure bei Annahme eines 
mittleren Aquivalentgewichtes = 40: 0,06 Gew.-°/,. 


1 Prinsen-Geerligs. Handboek voor de Suikerrieteultuur en de Riet- 
suikerfabricage op Java, 3. Aufl.. 1, 75 77. 
? Chem. Weekblad 1912, S. 687. 


3 Siehe die Aschenbestimmung und vgl. Prinsen-Geerliqs 3, 79. 














Nicht giarfaihige Bestandteile der Umwandlungsprodukte der Hexosen. 199 


Es sind nun 1000 cem dieses Saftes 2 Tage mit 20 g K6énigshefe bei 32° 
vergoren worden, nachdem er auf pq 3 bis 4 gebracht war. Die flott 
verlaufene Vergirung wurde beendet durch Filtration tber Kieselgur. 
Nach Zusatz eines gleichen Volumens destillierten Methylalkohols wurde 
zum zweiten Male filtriert, ausgewaschen mit Wasser und Methanol im 
Verhaltnis 1: 1 und bei 50° bis auf etwa 60 cem eingeengt. Die erhaltene 
Fliissigkeit ist ganz wenig tribe (wahrscheinlich EiweifB); nach Filtration 
zeigten die Mikro-Hinhorn-Proben, daB sie nicht mehr vergirbar war. 
Die Proben wurden wieder mit der Hauptmasse vereinigt und das Ganze 
nach nochmaliger Reinigung auf 100 ccm aufgefiillt. 

Die Analyse ergab jetzt: Spez. Gew. 1,049 bei 16,7°. © Brechungs- 
exponent 1,3483 bei 21,0° (korrigiert). Fehling-Reduktion 12,1 cem Thio- 
lésung 0,0956n pro 10 ccm. 

Wie schon erwahnt, korrespondiert dieser Wert mit 356 mg Glucose 
pro 100 cem (= pro 1000 ccm des urspriinglichen Saftes). 

Diesbeziiglich erscheinen die anderen Werte sehr hoch: der densi- 
metrische Brix ist 12, der refraktometrische 10'/,. Es sind also offenbar 
unvergaérbare nichtreduzierende Substanzen beim Eindampfen konzentriert ; 
diese miissen entweder im Kohrsaft zugegen gewesen sein, oder sie sind 
bei der Vergirung in die Fliissigkeit gelangt. Es gehéren hierzu die vom 
Methylalkohol nicht ausgefallten mineralen und eiweiBartigen Bestandteile. 

Nehmen wir nun das Reduktionsverhiltnis Glucose : Glutose 2:1 
an, wie es bisher bei den Glutosebestimmungen in Melasse iiblich war, 
dann enthielten also unsere 1000 com Saft 752 mg Glutose. Die Menge der 
aus diesem Saft zu erhaltenen Melasse ist natiirlich von der Weise der 
Verarbeitung abhangig. Als Mittelwert vieler Defekations-, Carbonatations- 
und Sulfitationsbetriebe auf Java erwahnt das SchluBverzeichnis 1928 der 
Fabrikationskontrolle! 92,7°, Rohsaft und 3,0°, Melasse, beide in Pro- 
zenten des Rohrgewichtes. In unserem Falle war der Rohrsaft mit seinem 
halben Volumen verdiinnt worden und hatte dann ein spezifisches Gewicht 
= 1,04; fiir die Javarohrséfte kénnen wir eine mittlere Imbibition von 
20°, annehmen. Wir kénnen also 120/150. 1000 . 1,04 . 3,0/92,7 = 26,9 ¢ 
Melasse erwarten, deren ,,Glutosegehalt*‘ dann 0,752 . 100/26,9 = 2,8°., ware. 
Falls auch Malagamelasse mehr als 5°, Glutose, in der iiblichen Weise 
bestimmt, enthalt, muB also ein bedeutender Teil derselben sein Entstehen 
der Saftverarbeitung verdanken. Jedenfalls trifft dies fiir die Javamelasse 
zu, denn in der Literaturiibersicht haben wir gesehen, da der am Orte 
bestimmte Glutosegehalt des frischen Javarohrsaftes nur einem Gehalt 
von 1,3°%, in der Melasse entsprechen kann (namlich 0,042 . 92,7/3,0°,). 

7. Die Vergdrung von Riibenmelasse kann ganz analog der Rohr- 
melassenvergirung stattfinden. Nur herrschen hier die Salze in viel 
stirkerem MaBe vor, wihrend die Glutose in viel geringerer Menge zu- 
gegen ist, nach Waterman und van der Linde bis zu 1 bis 2%, (I. c.). 

8. Im Laboratorium ist auch im Diffusionssaft die Glutose be- 
stimmt und auf Melasse umgerechnet worden, derart, wie oben fiir 
Rohrsaft ausgefiihrt wurde. Es ist hiernach in der Melasse ein Gehalt 
von héchstens 0,5°, anzunehmen. Also findet auch hier wahrscheinlich 
eine gewisse Bildung im Betrieb statt, aber in viel geringerem MaBe, 


1 Archief 3, 57ff., 1929. 
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entsprechend dem viel niedrigeren Hexosegehalt des Saftes. Versuche 
im Betrieb (Glutosebestimmung im Diffusionssaft und in der daraus 
hergestellten Melasse) wirden es erméglichen, in dieser Frage mit Ge- 
wibheit zu entscheiden. 


9. Folgende Reaktionen sind an den Glutosepriparaten ausgefiihrt 
worden: 

a) Das Acetylierungsgemisch Essigséureanhydrid + Essigséiure -+ etwas 
Schwefelsiure lést einen aus Fructose hergestellten Glutosesirup langsam 
auf unter Schwarzfarbung. Die Lésung, nach eintégigem Stehen in sehr 
viel Wasser gegossen, erzeugt keine Fallung. Anscheinend wird die Glutose 
vom Saéuregemisch mehr zersetzt als verestert. 

b) Auch bei der Herstellung des Methyihexosids nach der von E. Fischer 
fiir Glucose gegebenen Vorschrift! erhalt man nur eine schwarze Masse, 
woraus kein ,,Methylglutosid* kristallisiert. Das MiBlingen der Acetylierung 
macht es auch unmdglich. dem bei der Fructose anzuwendenden Umweg 
iiber das Tetracetylmethylhexosid zu folgen. 

c) Die Cyanhydrinsynthese mit fliissiger Blausiure, ausgefiihrt nach 
E. Fischer® mit 6 g eines aus Fructose hergestellten Glutosesirups, in dem 
sich etwa 4g trockene Substanz befand, ergab nach dem Anséuern nur 
0,275 g weiBe, seidenartig glinzende Nadeln, die zwar eine saure Reaktion 
zeigten, jedoch viele anorganische Bestandteile enthielten. Dieses Ergebnis 
ist also sehr zweifelhaft. 

d) Die Seliwanoffsche Reaktion mit HC] 1: 1 und Resorcin in alkoholi- 
scher Lésung, ausgefiihrt mit demselben Sirup, ergab ein positives Resultat, 
wenn auch nur in der Warme. 

e) Die Ringreaktion zwischen konzentrierter Schwefelsiure und einer 
alkoholischen Lésung von a-Naphthol und der zu untersuchenden Sub- 
stanz (Reaktion auf die Anwesenheit oder die Bildung von Oxymethyl- 
furfurol) ist zum Vergleich zuerst mit 1, 2-Glucoson, Fructose, Saccharose, 
Glucose und Maltose ausgefiihrt worden. Die Giite des Glucosonpraparats 
wurde zuvor mittels der Osazonreaktion gepriift. Die Ringe zeigten folgende 
Farben: 


beim Glucoson. ... . eee ; . blauviolett 
bei Fructose und Saccharose .. . . . . Violett 
.. Glucose und Maltose ...... . . . rotviolett 


Vergorene Rohrmelasse und aus Fructose hergestellter Glutosesirup 
zeigen bei dieser Reaktion das gleiche Verhalten, und zwar ist der hier 
entstandene Ring réter als bei Fructose und Saccharose (also viel réter als 
beim Glucoson), jedoch blauer als der Glucose- oder Maltosering. Mit der 
Zeit andert aber der Glutosering, im Gegensatz zu den anderen, seine 
Farbe; diese wird allmahlich réter und geht schlieBlich in ein gelbliches 
Braun tiber. 

Die beiden Arten Glutosesirup halten also in dieser Hinsicht die Mitte 
zwischen einer Ketose und einer Aldose; sie sind der letzten am meisten 
ahnlich. Vom 1, 2-Glucoson, CHO—CO—(CHOH),—CH,OH, sind sie 
aber deutlich verschieden. AuBerdem kénnte man aus der Wanderung der 
Farbe auf geringe Einheitlichkeit schlieBen. Man darf aber auf eine solche 
Farbreaktion nicht zu hohen Wert legen. 


1 Untersuchungen iiber Kohlenhydrate und Fermente 1, 688. 
2 Ebendaselbst 1, 363. 
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10. In der Absicht, die Konstitution der Glutosepraéparate kennen- 
zulernen, wurden die Asche, die Feuchtigkeit , der Kohlenstoff, der Wasser- 
stoff und in einem einzigen Falle auch der Stickstoff darin bestimmt. 

a) Die Asche ist bei der Ausfiihrung einer Elementaranalyse als 
Glihasche durch Zuriickwagen des Schiffehens zu finden. Soll sie 
einzeln ermittelt werden, so ist eine Sulfataschenbestimmung vor- 
zuziehen. Keines der untersuchten Praparate ergab weniger als 0,7°, 
Sulfataschengehalt. Ofters ist sogar der Salzgehalt bedeutend héher, als 
die Aschenbestimmung angibt, namlich durch die Anwesenheit von 
Ammonverbindungen, namentlich bei Melasseglutosen. 

b) Die Ermittlung des Wassergehalts nach der Xylolmethode ge- 
lingt hier nicht, weil die Glutose sich bei der hohen Temperatur zer- 

ha . . ys . e 
setzt ; derselbe Ubelstand tritt auf beim Eintrocknen durch Erwarmung. 

Im Vakuumexsikkator tiber Schwefelsiure oder Phosphorpentoxyd 
wird allerdings konstantes Gewicht erreicht; wird sie jedoch in gréBeren 
Mengen getrocknet, so kann die Glutose nachher noch viel Wasser ent- 
halten, da sie selbst sehr hygroskopisch ist; sie bleibt dann auch sirup- 
formig. Dies war z. B. der Fall bei einem aus Fructose hergestellten Sirup A : 
nach 17tagigem Stehen im Vakuumexsikkator iiber P,O,; hatte er weniger 
als 1°%, im Gewicht abgenommen, obschon Durchleiten von Stickstoff bei 
erhohter Temperatur noch einen Gewichtsverlust von 20°, zur Folge hatte. 
Erst jetzt verwandelte sich der Sirup in eine harte Masse. 

Die Bestimmung wird aber am besten ausgefiihrt, indem man die 
Glutose im Hochvakuum trocknet. Es zeigt sich dann, da8 die in iiblicher 
Weise erhaltenen Sirupe fast immer mehr als 10°, oft sogar mehr als 20%, 
Feuchtigkeitsgehalt aufwiesen. 

Diesbeziiglich kann man aus der von Lobryde Bruyn und Alberda 
van Ekenstein bei der Analyse der bis zum konstanten Gewicht getrockneten 
Sirupe gefundenen Zusammensetzung C,H,.O, nicht schlieBen, daB die 
Konstitution der ,,Glutose** dieser Formel tatsachlich entspricht (s. unten). 
Uber das Aussehen ihrer Sirupe nach der Trocknung wird von diesen 
Forschern leider nichts gesagt. Auch die Schwierigkeit des Abwagens der 
sehr hygroskopischen Substanz vor der Analyse lassen sie auBer Betracht. 

c) Die Kohlenstoff- und Wasserstoffbestimmungen wurden aus- 
gefiihrt nach ter Meulen-Heslinga' mit Schwefelsiure und Natronkalk 
als Absorptionsmittel. 

In dieser Weise ist unter mehreren ein Sirup B untersucht worden, 
der nach Lobry de Bruyn hergestellt worden war. Er enthielt 13,17°,, H,O. 
bestimmt im Hochvakuum. Dieses Wasser muB abgezogen werden von 
der Gewichtszunahme des Schwefelséiureréhrchens. Ferner enthielt dieser 
Sirup 0.80°, Gliihasche. 

Es wurden gefunden fiir den C- und H-Gehalt der trockenen und 
aschenfreien Substanz: C 43.25 und 43.00°,. H 5.53 und 6.06%. 


Sowohl der Feuchtigkeits- wie auch der Aschengehalt beeintrachtigt 
die Genauigkeit der Bestimmung. Trotzdem ist deutlich ersichtlich, 
daB der Kohlenstoffgehalt héher ist, als sich fiir eine Hexose berechnen 


1 Nieuwe Methoden voor Elementairanalyse, 2. Aufl., Delft 1930. 
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laBt (Zusammensetzung der Hexosen 40,0°%, C, 6,7°, H). Bei den 
Osazonen, die in trockenem Zustand analysiert werden konnten, wurde 
dieselbe Erscheinung beobachtet, wahrend dort der Stickstoffgehalt nie 
den fiir Hexosazon berechneten Wert erreichte. Hatten wir bei der 
Berechnung der Elementaranalyse des Sirups B dessen Feuchtigkeits- 
gehalt nicht in Betracht gezogen, so hatten wir folgende scheinbaren 
Resultate gefunden: 

C: 37,4 und 37,3°,: H: 6,27 und 6,74°,. 
Es ware also, entsprechend den am Sirup 4A gemachten Beobachtungen 
(s. oben), gar nicht ausgeschlossen, daB man durch Trocknung des 
Sirups B im Vakuumexsikkator so viel Wasser entziehen wiirde, daB 
sich ein scheinbarer C-Gehalt von etwa 40°, ergabe. 

Die Schwierigkeit, Glucose und Glutosazon so weit zu reinigen, daB 
Produkte von konstanter Zusammensetzung und Eigenschaften erhalten 
werden, beeintrichtigt auch die Zuverlissigkeit des Vergleichs der 
Praparate verschiedener Herkunft, wie aus dem folgenden noch naher 
hervorgeht. 

d) Der Stickstoff wurde bestimmt nach der Methode von Dumas 
in der Preglschen Mikroausfihrung?. 

Man kann den Sirup in einem Mikroschiffchen abwagen, falls auf diese 
Weise geniigend Stickstoff entwickelt wird; sonst verteile man die zu 
untersuchende Fliissigkeit tiber feinem Kupferoxyd, welches nach Ein- 
trocknung im Vakuum quantitativ in die Réhre gebracht wird. Von beiden 
Methoden, welche sich gut bewahrt haben, wird in 12. noch die Rede sein. 
Der dort untersuchte, nach Lobry de Bruyn hergestellte und vielfach ge- 
reinigte Sirup C wies einen N-Gehalt von 0,37°% auf bei einer Feuchtigkeit 
von ungefaihr 30°,. 

11. Die Glutose man‘festiert sich in erster Linie durch ihr Re- 
duktionsvermégen. Deshalb haben wir versucht, hierfiir Tabellen zu 
geben, wie es Schoorl fiir viele Zucker getan hat, sowohl fiir die Fehling- 
sche wie auch die Luffsche Methode? . Freilich soll die Substanz zu 
diesem Zweck in reinem Zustand vorliegen, was bei der Glutose bisher 
nicht méglich ist. Deshalb wurde der oben genannte Sirup B von be- 
kanntem Wasser- und Aschengehalt benutzt und dessen aschenfreie 
Trockensubstanz in Ermangelung eines besseren Anhaltspunktes als 
,,Glutose“’ betrachtet. Zweifellos nicht ganz mit Recht, denn eine 
Lésung, die 70 mg aschenfreie und trockene Substanz im ccm enthielt, 
verbrauchte pro cem 0,04 com KOH 0,8626 n und zeigte eine optische 
Drehung von 0,69° Ventzke pro dm Roéhrenlange (also pro g trockene 
und aschenfreie Substanz, nach obiger Definition Glutose genannt, 0,5 
maquiv. Saure, wihrend («), = + 3,4°). 


! Die quantitative organische Mikroanalyse, 8. 86. 
* Chemisch Weekblad 1912, S. 687; 1929, S. 130. 
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Aus den Reihen Fehling- und Luf/-Bestimmungen, die ausgefiihrt 
worden sind, haben sich nun die unten wiedergegebenen Tabellen 
und Kurven ergeben. 





Fehling Luff 


Glutose Glucose Glutose Glucose 
= sere Tabelle . s T's > sere Tahelle c is Tabelle 
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Abb. 3. 
Fir die Fehling-Bestimmungen ist die Zunahme der Differenzen, 
namentlich auch bei den hohen Werten, ganz wie bei der Glucose ; das 
Reduktionsverhaltnis Glucose : Glutose ist praktisch konstant : 


fir Ileem n/l0 Thio 5,3 und 3,2 mg; Verhaltnis 1,65, 
25 , n/lO ,, 139,2 ,, 86,6 ,, ; és 1,61. 


Die Luff-Bestimmungen zeigen im groBen und ganzen dasselbe, nur ist 

dort die Zunahme der Differenzen weniger erheblich. Demzufolge fallt 

das Verhaltnis, das anfangs der Fehling-Bestimmung entsprach, ab: 
fir lecem n/10 Thio 3,8 und 2,4mg:;: Verhiltnis 1,58, 


10 ,, n/lO ., 38,0 ,, 25,0 ,, ; ’ 1,52, 
3 » 2i® .« Ct », 2 «6% ” 1,46. 


Man bedenke, daB hier die Dauer des Kochens die Menge des reduzierten 
Kupfers stark beeinfluBt, wie in Abb. 3 aus den Bestimmungen fiir 
52,5 mg ,,Glutose’* bei 3, 10 und 30 Minuten Kochdauer ersichtlich ist. 
Wir finden hier also keine Bestatigung fiir die Behauptung, daf das 
Reduktionsverhaltnis Glucose : Glutose immer ungefahr = 2 sei, ebenso- 
wenig wie dies bei den reduzierenden Biosen der Fall ist, selbst wenn 
man dem ausgetretenen Wassermolekiil Rechnung tragt. Alle Zahlen- 
werte werden aber erst zu eindeutigen SchluBfolgerungen AnlaB geben 
k6nnen, wenn es gelungen ist, die reduzierenden Bestandteile im reinen 
Zustande zu isolieren, d.h. frei von Asche, Ammonsalzen, Sauren, 
drehenden Substanzen, gefirbten Bestandteilen, Wasser usw., welche 
jetzt die Zuverlassigkeit der Ergebnisse beeintrachtigen. Dies trifft 
in hohem MaBe zu fiir das anomale Verhalten der Glutose bei den 
Aldosebestimmungen nach Auerbach und Bodldnder'. Es tritt immer 
ein bedeutender Verbrauch an Jod auf, aber dieser zeigt die ver- 
schiedensten Werte im Vergleich mit der Fehling-Reduktion. Die Ab- 


! Zeitschr. f. angew. Chem. 19238, 8. 605. 
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weichung ist am erheblichsten in Fallen, wo die Kupferreduktion nur 
einem kleinen Teil der gesamten Trockensubstanz entspricht ; die Jod- 
reduktion zeigt dann viel zu hohe Werte, ist also offenbar viel weniger 
spezifisch. 

Ferner ist die Fehlingsche Lésung ein etwas weniger spezifisches Re- 
duktionsmittel als die Laffsche : in 12. werden wir Beweise hierfiir finden. 

Das Ergebnis der Aldosebestimmung wird auch von der Menge 
des im Uberschu8 vorhandenen Jods bedingt: aus der Literatur war 
ja schon ersichtlich, daB hier nicht so einfache Verhaltnisse vorliegen, 
als die friiheren Forscher annahmen. 

Bei den Aldosebestimmungen sollen die Fliissigkeiten jedenfalls 
von Athylalkohol befreit sein, weil sich sonst Jodoform bildet. Eine 
Schwierigkeit, welche diese Methode mit der Luf/schen gemein hat, 
ist das Aufbrausen beim Ansiéuern, welches Jodverlust zur Folge haben 
kann. 

Bei sorgfaltiger Arbeit stimmt die Lwf/-Bestimmung fiir Glucose voll- 
kommen mit der nach Fehling iiberein. So wurde fiir eine Glucoselésung, 
die 44,6 mg feuchte, aber sonst reine Glucose in 10 cem enthielt. gefunden: 


Fehling: 13,62 cem Thio 0,0956n = 13.02 cem n/10 pro 10 cem, 
Luff: 17,08 .. » 0,0956n = 16,33 ,, n/lO ., 10 ,, 


Der erste Verbrauch entspricht nach Schoorls Tabelle 42,4 mg, letzterer 
42,3 mg Glucose. Hieraus laBt sich nicht schlieBen, daB die Tahellen nicht 
richtig waren, wie die oben genannte ,,Proefstation‘’ meinte '. 

Die Spezifizitét der Fehling- und der Luff-Bestimmungen ist noch 
mittels Acetaldehyd gepriift worden. Von irgendeiner Reduktion zeigte 
sich keine Spur. Weil der Acetaldehyd polymerisiert sein kénnte, sind 
die Kupferlésungen auch gekocht worden mit frisch destilliertem Citronellal, 
das eine alkoholische ammoniakalische Silberlésung reduzierte, obwohl diese 
an sich beim Kochen kein Silber ausschied. Es wurde jedoch weder die 
Fehlingsche, noch die Luffsche Lésung vom Citronellal auch nur im ge- 
ringsten reduziert, selbst nicht, wenn der Kontakt durch Zugabe von 
Athylalkohol verbessert wurde. 


12. Wir haben schon gesehen, daB man versuchen mub, die Glutose 
zu reinigen, um bei der Untersuchung keinen Schwierigkeiten zu_be- 
gegnen, da man nicht tiber ein reines, noch viel weniger ein kristal- 
lisiertes Praparat verfiigt. Was den ersten Punkt anbelangt, waren 
vielleicht Lobry de Bruyn und Alberda van Ekenstein noch zu opti- 
mistisch; sie erklaren denn auch das Nichtgelingen ihrer Versuche zur 
Kristallisation der Glutose (mit Hilfe vieler, aber nicht genannter 
Lésungsmittel) nur durch die Annahme, daB die Glutose ein Gemisch 
von Isomeren sei. 


Nagel war der Ansicht, daB Zusatz von Methylalkohol die Eiweib- 
stoffe ausfallt. Wir haben nach dieser Fallung wiederholt abfiltriert, ein- 


1 Verslagen 1928, S. 218. 
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gedampft und wieder Methanol zugegeben. Dabei zeigte es sich, daB immer 
wieder ein Niederschlag entstand. Diese Fallungen halten, auch beim 
Auswaschen, hartnackig reduzierende Substanzen fest, so da8 bei 6fterer 
Wiederholung die Ausbeuten an .,Glutose® erheblich verringert werden. 
Der Hauptbestandteil der Prazipitate ist aber ebensowenig reduzierende 
Substanz wie EiweiB. Vereinigt man namlich die erhaltenen Flocken und 
trocknet sie nach dem Auswaschen mit Methylalkohol, so erhalt man ein 
nicht hygroskopisches, gelbliches Pulver, das etwa 80°, Sulfatasche auf- 
weist. Der Methylalkohol fallt also hauptséchlich minerale Bestandteile 
aus. Zwar nicht vollstandig, denn in der restierenden Fliissigkeit kénnen 
noch so viele minerale Bestandteile in Lésung bleiben (s. unten), daB bis- 
weilen mehr als 6°, des totalen Trockengewichts an Sulfatasche gefunden 
wird. In den guten Glutosepraiparaten aus Fructose soll aber von vorn- 
herein nicht soviel mineraler Stoff zugegen sein. Jedenfalls wird man den 
hygroskopischen Charakter der Glutosen wohl nicht den Salzen zuschreiben 
diirfen. da diese kaum jene Eigenschaft zeigen. 

Wir hatten nun beobachtet, daB die methylalkoholische Lésung 
der Glutosen, ungeachtet der Herkunft, beim Eindampfen und Ab- 
kiihlen Flocken ausscheidet, was in noch viel stérkerem MaBe auftrat, 

o o- . . % o 
wenn der entwasserten Lésung in Methanol ein UberschuB iiber wasser- 
freiem Natriumsulfat getrockneten normalen Propylalkohols zugesetzt 
wurde. Lést man diese Flocken einige Male in Methanol und fallt sie 
mittels n-Propanol wieder aus, so nehmen sie zuletzt eine fast weibe 
Farbe an. Auch in Ather sind sie unléslich. Die ersten Prazipitate 
waren sehr hygroskopisch; ihre wasserige Lésung hatte reduzierende 
Eigenschaften und zeigte die Osazonreaktion. Dadurch glaubten wir 
anfanglich, daB diese Flocken die ,,Glutose“‘ seien, um so mehr, weil 
Nagel erwihnte, daB letztere nur in Methylaklohol léslich sei. Bei 
genauerer Untersuchung aber erwies sich dies als Irrtum (s. unten). 


Eine ahnliche Bildung von Flocken tritt auch auf beim Versetzen 
einer wasserigen Lésung von Glutosepraparaten mit Essigsiure oder 
Essigsaureanhydrid. Die Bildung der Flocken mittels n-Propanol haben 
wir zuerst qualitativ untersucht mit einem aus Saccharose hergestellten 
Sirup C und mit einer vergorenen und eingeengten Rohrmelasse 8S; 
die beiden Praparate waren zuvor mittels Methanol gereinigt. 

Es stellte sich nun heraus, daB ein stark reduzierender Stoff sich 
im Propylalkohol léste, wahrend der Riickstand, falls in geniigendem 
MaBe mit Propanol extrahiert, eine gelbe, pulverartige Substanz dar- 
stellte, die den Flocken (nach der Trocknung), die bei der Methylalkohol- 
behandlung erhalten wurden, sehr ahnlich war. Es liegt auf der Hand, den 
SchluB zu ziehen, daB der Propylalkohol die mineralischen Bestandteile 
ausfallt, die im Methylalkohol noch gelést geblieben sind; auch jetzt 
wird von diesen viel reduzierende Substanz festgehalten. Ubrigens lést 
sich diese, falls die Menge des Propanols ausreicht, darin vollstandig 
auf; sonst bleibt sie bei weniger Lésungsmittel als zahe Masse 
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am Boden liegen und wird beim Abkihlen hart und zuckerahnlich. 
Diese Behandlungsweise befreit also die reduzierende Substanz von 
einem Teil der Nebenbestandteile. Sie ist deshalb auch quantitativ 
verfolgt worden, was zu gleicher Zeit einen eingehenderen Vergleich 
zwischen Melasseglutose und Lobry de Bruynscher Glutose gestattete. 


Zu diesem Zwecke sind vier Sirupe in Methylalkohol aufgenommen 
worden: ein Sirup 4, wovon schon oben die Rede war; hergestellt aus 
Fructose; ein Sirup ), Produkt einer weniger guten Darstellung aus 
Saccharose; ein Sirup Ff, erhalten durch Eindampfen einer vergorenen 
Rohrmelasse; ein Sirup Q. erhalten durch Eindampfen einer vergorenen 
Riibenmelasse. 

Wahrend bei # nur ganz wenig zuriickblieb, ergaben D, R und Q 
einen bedeutenden Riickstand; die vom Methylalkohol nicht geléste Masse 
ist zuerst zah durch die Mischung mit Glutose; nmachdem diese 
jedoch in Lésung gegangen ist, ist der Riickstand deutlich kristallinisch 
und zeigt nach dem Abfiltrieren, Auswaschen mit Methanol und Trocknen, 
eine ausgezeichnete Léslichkeit in Wasser, obschon er nicht hygroskopisch 
ist. Bei Q tritt die zahe Masse nicht auf, entsprechend der geringen Glutose- 
menge. Weiter haben wir schon gesehen, daB B nur wenig Salze enthalt. 

Zugabe von n-Propylalkohcl im Uberschu8 zu den methylalkoholischen 
Lésungen erzeugte bei allen eine Ausscheidung von Flocken: bei B ziemlich 
wenig, bei R aber besonders viel. Die Untersuchung wurde nun mit den 
beiden letztgenannten Fliissigkeiten fortgesetzt. Sie wurden iiber wasser- 
freiem Natriumsulfat getrocknet und darauf vermischt mit ebenfalls iiber 
Natriumsulfat getrocknetem n-Propylalkohol im groBen UberschuB. Von 
den gebildeten Flocken wurde unter LuftabschluB in einem Schottschen 
Filtrierwageglaschen abfiltriert und mit getrocknetem Propanol aus- 
gewaschen. Die Filtrierwageglischen wurden nachher im Vakuum iiber 
Phosphorpentoxyd bis zum konstanten Gewicht getrocknet. Trotz dieser 
Vorkehrungen hatte sich der Riickstand bei # in eine harte, braune Masse 
verwandelt; bei R dagegen lag er in Form einer weiBen, pulverartigen 
Substanz vor. Beide Riicksténde wurden schlieBlich in Wasser gelést 
und auf 100 ccm aufgefiillt; bei B ist etwas, aber ganz wenig, ungeléster 
Stoff auf der Filterplatte zuriickgeblieben. Die propylalkoholischen Filtrate 
wurden im Vakuum zur Trockne verdampft; der Riickstand ist fast 
volilstandig wasserléslich und wird bei B auf 100 cem, bei R auf 25 cem mit 
Wasser aufgefiillt. 

Der geringe wasserunlésliche Teil stellt eine braune, klebrige Substanz 
dar, von fett- oder vielmehr noch glutenadhnlicher Beschaffenheit; sie 
haftet iiberall am GefaB fest und ist dadurch nicht quantitativ tibertragbar. 
Sie wird sogar im Vakuum nur sehr langsam hart und besitzt einen un- 
angenehmen Geruch. Sie besteht wahrscheinlich aus koaguliertem EiweiB, 
das durch das Kochen mit Propylakohol geronnen ist. In den vier wiasserigen 
Lésungen wurden bestimmt Sulfatasche, Fehling-Reduktion, Luff-Reduktion 
und Stickstoff, wahrend in den Lésungen der eingedampften Filtrate auch 
der Trockengehalt ermittelt werden muBte. Wir werden diese Bf und Rf 
nennen, die Lésungen der Flocken Bv und Rv. Bei Rf wurde der Trocken- 
gehalt durch Eintrocknung auf Filtrierpapier bei 80° bestimmt, ungefahr 
nach der Vorschrift von Josse. Es tritt aber Zersetzung auf, so daB kein 
konstantes Gewicht errreicht wird. Viel besser ist die bei Bf ausgefiihrte 
Bestimmung durch Eintrocknung von 5¢eem auf CuO im Vakuum iiber 
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Von der so erhaltenen Masse, die 9,0579 g wog, konnte, nach sorg- 


faltigster Mischung, zu gleicher Zeit eine Probe von 3,2071 g zur Bestimmung 
dev Stickstoffgehalts dienen. Folgende Werte wurden gefunden: 


Bf: Trockensubstanz 0,1349 g pro 5ecm (Bestimmung s. oben). 
Sulfatasche 0,0060 g pro 25 cem. 
Fehling 22,55ceem n/10 Thio pro 5cem. 
Luff 19,15 ,, n/l0O ,, a @ SS 
Stickstoff 0,213 cem Ny, (20,39, 756.9 mm); 
Einwage s. oben. 
Bev: Gewicht der Flocken 0,1746 g; unléslich 0,0018 g; also geléste 
Trockensubstanz 0,1728 g. 
Sulfatasche 0,0048 g pro 25 cem. 
Fehling 0,94 cem n/10 Thio pro 5 ccm. 
Luff 0,895 cem n/10 Thio pro 5 cem. 
Stickstoff 0,187 cem Ny, (21,6°, 781,8 mm) 
bzw. 0,180 cem Ny, (18,6°, 757,8 mm), 
beides fiir 5 ccm auf Cu O eingetrocknete Lésung. 
Rf: Trockensubstanz 0,110 g pro 5ccm (Bestimmung s. oben). 
Sulfatasche 0,0008 g pro 5ccm. 
Fehling 4,87 cem n/10 Thio pro 5 ccm. 
Luff 5,58 cem n/10 Thio pro 5cem. 
Stickstoff 0,853 cem Ng (21,3°, 760,1 mm) 
fir 1eem auf CuO eingetrocknete Lésung. 
Rv: Gewicht der Flocken 0,2579 g (= geléste Trockensubstanz). 
Sulfatasche 0,0044 g pro 10 ccm. 
Fehling 1,56cecm n/10 Thio pro 10 cem. 
Luff 1,41 cem n/10 Thio pro 10 cem. 
Stickstoff 0,399 cem N, (20,4°, 756,2 mm) 


fiir 5cem auf CuO eingetrocknete Loésung. 


Bei den Stickstoffbestimmungen wurde die pipettierte Fliissigkeit in 
einer glasierten Porzellanschale tiber gepulvertes CuO verteilt und im 
Vakuum iiber P,O; getrocknet. Die Masse wurde quantitativ in die Analysen- 
réhre gebracht. Etwaige an der Schale haftende organische Substanz 
wurde noch aufgenommen durch Zusammenreiben von etwas Wasser und 
CuO in der Schale, wonach der Brei gleichfalls in die Réhre gebracht wurde. 
Der Stickstoff wird nachher in der gewéhnlichen Weise entwickelt. Diese 
Methode eignet sich ganz gut zur genauen Bestimmung kleinerer Stickstoff- 
mengen in verdiinnten Lésungen. 

Anfanglich sind mit 5 cem Rf und mit 5 cem Rv Kieldahl-Bestimmungen 
ausgefiihrt worden. Der Verbrauch war 0,55 bzw. 0,22 Milliaéquivalente ; 
der Blankoversuch ergab 0,19 Milliaquivalente, also 0,36 bzw. 0,03 Milli- 
aquivalente Stickstoff. Obwohl diese Zahlen nur geringe Genauigkeit 
beanspruchen kénnen, stehen sie doch in gutem Einklang mit den Ergeb 
nissen der Mikro-Dumas-Analysen. 

Die aus obigen Zahlen berechneten Resultate sind in untenstehender 
Tabelle zusammengefaBt. Wo nicht anders angegeben ist, bedeuten cic 
Zahlen Gramm Substanz im Gesamtvolumen. Die Reduktionswerte sind 
je zweimal angegeben: das erstemal wurde mit Hilfe der ,,Glutosetabelle* 
(siehe 11.) das dem Verbrauch in Kubikzentimetern n/10 Thio entsprechende 
Glutosegewicht gesucht und letzteres auf das Totalvolumen umgerechnet. 
wahrend das zweitemal die Schoorl-Tabellen fiir Glucose benutzt und die 
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Ergebnisse noch mit 2 multipliziert wurden, also gemaB der Annahme des 
Wertes 2 fiir das Reduktionsverhaltnis Glucose : Glutose. 





Bf Bu Rf Rv 
(100 ecm) (100 cem) (25 ecm) (100 ecm) 
£ £ £ 4 


Trockensubstanz . sole 2,689 0,1728 0,550 0,2579 
Sulfatasche . . bide 0,0240 0,0192 0,0040 0,0440 
Stickstoff (mikro-J/umas) . . 0,0137 0,0042 0,0252 0,0091 
" (Kjeldahl) . . : — — 0,0252 0,0084 
Fehling (Glutosetabelle) . . 2,446 0,100 0,130 0,083 
" (Glucosetabelle « 2) 3,068 0.120 0,155 0,098 
Luff (Glutosetabelle) . it 2,470 0,068 0,106 0,054 
» (Glucosetabelle xX 2). . 3,363 0,086 0,1365 0,068 
In der Trockensubstanz: 
Sulfatasche ... . “a 0,89 % 110% 0,73 % 
Stickstoff .  iaehs saeco 0,51 °,, 4°, 46 % 
Gew. N im Filtret ; 3.26 277 
Gew. N in den Flocken 
Bevor wir aus obigen Zahlen Schliisse ziehen, werden wir bier noch 
die Ergebnisse einer ahnlichen Untersuchung mitteilen, die im hiesigen 
Laboratorium von Herrn Mets mit obengenannten Sirupen C und §S 
ausgefiihrt wurde. Diese Sirupe sind bei ihrer Herstellung mittels 
Methanol gereinigt worden und wurden nach volliger Entfernung desselben 
durch Eindampfen mit n-Propanol extrahiert. so daB jede Beeinflussung 
der Ergebnisse durch den Methylalkohol von vornherein ausgeschlossen ist. 
Der Extraktionsriickstand wurde wieder getrocknet und in Wasser 
aufgenommen; der Extrakt wurde zur Trockne verdampft und gleichfalls 
in Wasser gelést. Auch jetzt waren in beiden Fillen kleine Mengen in 
Wasser unléslich; diese zeigten bei den eingedampften Extrakten wieder 
dieselbe glutenartige Konsistenz. 


Der Sirup C wurde nach folgendem Schema behandelt : 


Fiir den Versuch wurden 3,5g des Sirups verwendet; Wassergehalt gro$er als 

13.3°, (siehe unten); Sulfatasche 1.4%. Also weniger als 3,04g¢ Trocken- 

substanz einschlieBlich einer Menge mineraler Bestandteile, 0,049 g Sulfatasche 
entsprechend. 


' 
I:xtrahiert mittels n-Propanol 


Rickstand Extrakt 


Extrahiert mittels n-Propanol Zur Trockne verdampft 
om | 
Riickstand Extrakt Kindampfriickstand in Wasser 
(Gew. 0,1 g) | gelost bis zu 100cem (C,) 
(C,) 


| 
Zur Trockne verdampft 

| 
0.03 g der glutenartigen Substanz, schwer 
léslich in Wasser; damit bis zu 25ccm auf- 
gefallt ((,) 
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Der Sirup S wurde nach folgendem Schema behandelt : 


bur den Versuch wurden 4,0 g des Sirups verwendet; Wassergehalt 28 °,,; Sulfat- 


asche 13,3°.. Also 2.88 g Trockensubstanz, einschlieblich einer Menge mine- 
raler Bestandteile, 0,532 g Sulfatasche entsprechend. 


E:xtrahiert mittels n-Propanol 


Rickstand Extrakt + glutenartige Substanz 
Filtriert 
\ 
Vereinigt <— Glutenartige Substanz Losung 
Extrahiert Zur Trockne verdampft 
mittels 
Propanol 
Rickstand Extrakt + glutenartige Riickstand 1,0 g, auf- 
Substanz venommen in Wasser 
Filtriert Filtriert 
a | 
Glutenartige Substanz Losung Ungelost Losung auf 100 cem 
| 0,025 g angefiillt (S,,) 
Zusammen mit kaltem Zur Trockne 
Wasser extrahiert verdampft 
Rackstand 1,25 ¢ in Lésung; Rackstand 0,25 g; 
auf 159 ecm angefillt in Wasser aufgenommen 
(S,) und auf 25cem angefiillt 
Mit warmem (S,) 
Wasser 
extrahiert 
Riickstand 0,20 ¢ in Lésung; 
0,25 ¢ (S,) auf 50 cem angefiillt 
(Sa) 


Schwierigkeiten bereitete die Ermittlung des Trockengehaltes, z. B. 
beim Sirup C, der im Vakuum nicht vollstaéndig trocken wurde, und auch 
bei C das Trockengewicht des Riickstandes C,, das nach der direkten Wagung 
3.0 g¢ betrug, wahrend aus der Trockensubstanzbestimmung der wasserigen 
Lésung im Vakuum sich nur 2,5 g berechnen lieB. Anscheinend ist letzterer 
Wert der richtige, weil er in einer kleinen Probe bestimmt wurde, auch 
waren die 3,0 g noch nicht ganz trocken. 


Die Analysen wurden ausgefiihrt und berechnet in der oben fiir B und 
angegebenen Weise. Hier sind auch Atdosebestimmungen nach Auerbach 
und Bodlénder (s. oben) ausgefiihrt und als 2 X das dem Verbrauch 
entsprechende Aldosegewicht berechnet worden. Der Stickstoff wurde 
nur im Sirup C selbst bestimmt. 
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Folgende Werte wurden gefunden: 


C: Stickstoff 0,484 cem N, (22,1°, 758,5 mm) fiir 147,26mg im 
Mikroschiffchen abgewogenen teuchten Sirup. 
(qa: Trockensubstanz 0,024 g pro 0,983 g Lésung etwa 2.5 ¢ pro 100 cem. 
Sulfatasche keine. 
Fehling 17,58 cem n/10 Thio pro 5 cem. 
Luff 25,20 eem n/ 10 Thio pro 5 cem (liegt etwas auBerhalb 
der Tabellen). 
Auerbach 13,00 cem n/!10 Thio pro 10 cem. 
C,: Fehling 0.00 cem n/10 Thio pro 10 cem. 
S,: Sulfatasche keine. 
Fehling 4,8lcem n/10 Thio pro 10 cem. 
Luff 5,92 ecm n/10 Thio pro 10 cem. 
Auerbach 5,79 cem n/10 Thio pro 10 cem. 
Sp: Sulfatasche keine. 
Fehling 2,05 cem n/10 Thio pro 5 cem. 
Luff 2.54ecm n/10 Thio pro 5 cem. 
S.: Sulfatasche 60 mg pro 50 cem. 
Fehling 4,07 cem n/l0 Thio pro 10 cem. 
Luff 5,09 ceem n/10 Thio pro 10 cem. 
Auerbach 4,14ceem n/l0 Thio pro 10 cem. 
Sq: Fehling 1,71 cem n/10 Thio pro 10 cem. 
Luff 1,925ecem n/10 Thio pro 10 ccm. 


Die hieraus berechneten Resultate sind in derselben Weise wie bei B 
und FR, in untenstehenden Tabellen zusammengefaBt. 





la A) 'e 
unléslich in 


~ loslich in Propanol Propanol 





gin 35g g 100 ecm g/25 cem £g 
Trockensubstanz . aber Yu als 2.5 oder 3,0 0,03 0,1 
Sulfatasche . . . . . 0,049 0 
Stickstoff . ee ary 0,013 . 
Fehling (Glutosetabelle) . . - 1,878 0,00 
. (Glukosetabelle x 2) - 2.332 0,00 
Luff (Glutosetabelle) . . - 2,020 — 
». (Glukosetabelle x 2) - 2,740 
Auerbach (Aldose < 2) . 2.340 
Sa “b Se d Se 
léslich in Propanol unlésl. in Propanol — 
g in g in g in gin g in Wasser* 
40¢ 100 ecm 25 cem 150 ecm 50 com £ 
Trockensubstanz - - toes a 1,0 0,25 1,25 0,20 0.25 
Sulfatasche . . . % 0,53 0 0 0.18 
Stickstoff n — - _ —_ va 
Fehling (Glutosetabelle) . 0,257 0,055 0,327 0,046 
(Glukosetabelle ~ 2) 0,306 0,065 | 0.384 0,054 
Luff (Glutosetabelle) . - 0,225 0,048 0,290 0,037 
. (Glukosetabelle x 2) . . 0.290 0,061 0.372 80.046 
Auerbach (Aldose ~ 2) . . 1.044 om 1.119 “ 


* Nach der Propanolbehandlung. 


14* 
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Bei S stimmt das Gesamttrockengewicht der Fraktionen gut mit dem 
des Sirups iiberein. Bei C ist eine Entscheidung nicht méglich, weil das 
Trockengewicht von C, wie auch von Cg, unsicher ist. 

Die Extraktionen darf man nicht zu lange fortsetzen, weil sonst die 
im Propylalkohol schwer léslichen Produkte doch zu_betrachtlichen 
Anteilen in den Extrakt geraten. Die erste Extraktion wurde deshalb bei 
beiden Versuchen (C und 8S) beendet, nachdem die durch das Heberrohr 
zurtickflieBende Fliissigkeit keine sichtbare Gelbfarbung mehr zeigte. 

Welche Schliisse erlauben die in den obigen Tabellen zusammen- 
gefaBten Zahlen uns nun zu ziehen ? ° 

Erstens fallt eine weitgehende Ubereinstimmung zwischen den 
beiden Versuchsreihen auf, so daB wir die Flockenausscheidung und die 
Extraktion als ganz analoge Vorgange betrachten kénnen. 

Der in n-Propanol unlésliche Prozentsatz der Trockensubstanz ist 
bei den Rohrmelasseglutosen R und S viel gréBer als bei den Lobry 
de Bruynschen Glutosen B und C. Die Trockensubstanz des Gelésten 
besitzt in allen Fallen einen viel niedrigeren Sulfataschengehalt als die 
des ungelésten Anteils. Der Aschengehalt ist stets kleiner als 1°). 

Der Stickstoff bildet keinen konstanten Prozentsatz der gelésten 
Substanz ; zwar ist er in den Flocken in Mengen von derselben GréBen- 
ordnung vorhanden, aber eher noch scheint er sich, nach einem be- 
stimmten Verhaltnis, zwischen die ungeléste Substanz und die Lésung zu 
verteilen, z. B. infolge einer Koagulation eines bestimmten Anteils der 
EiweiBstoffe. Der weitaus gréBte Teil des Stickstoffs bleibt dabei in 
der Lésung. Sollte man den gesamten Stickstoff in den Flocken den 
EiweiBstoffen zuschreiben, so wiirden sie davon 15 bis 20%, enthalten: 
auBerdem weisen sie 11 bis 17°, Sulfatasche auf, und es zeigt sich, 
daB beide Bestandteile bei ihrer Ausscheidung sehr viel reduzierenden 
Stoff mit sich ziehen. Das Ganze bildet sowohl bei Bv als bei Rv 
héchstens 3/, der gesamten Trockensubstanz. Es miissen also zweifellos 
noch anders geartete Stoffe zugegen sein. Bei den Extraktionen wird 
gleichfalls viel reduzierender Stoff von den Salzen, EiweiBstoffen und 
sonstigen im Propylalkohol unléslichen Substanzen im Riickstand fest- 
gehalten; selbstverstandlich in gréBeren Mengen, je nachdem die Lésung 
mehr reduzierende Bestandteile enthalt. In den erhaltenen Lésungen 
befinden sich Glutosen, die auf jeden Fall von mineralen Bestandteilen 
gréBtenteils befreit worden sind. Um den Stickstoff steht es etwas 
weniger einfach. Sein Gehalt in der Trockensubstanz der urspriinglichen 


Sirupe betragt: 


bei B: 100. 0,0179/2.871 = 0,6% 
» C: 100.0,013 /2.6 = 0,5°, 

R: 100. 0.0343/0,808 = 4,3°, 
Im propylalkoholischen Filtrat hat B 0,5°%, N der Trockensubstanz, 
und R 4,6°%,. Soweit es den Stickstoff betrifft, hat also das Reinigungs- 
verfahren nur einen und dabei noch ganz geringen Erfolg bei Sirupen, 
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die schon eine ziemlich hohe N-Reinheit besitzen, wahrend in Hinsicht 
auf die Asche gerade bei unreinen Sirupen der beste Erfolg erzielt wird. 
Es betrug namlich der Sulfataschengehalt der Trockensubstanz: 


bei B: 100 . 0,0432/2,.871 = 1,5°, 
C: 100. 0,049 /2,6 = 1,9% 
R: 100. 0,0480/0,808 = 5,9°% 
S: 100.0,53 /2,88 = 18,4°, 


Auffallend ist die Ubereinstimmung zwischen dem N- und dem Aschen- 
gehalt der beiden Lobry de Bruynschen Glutosen, wie auch die viel 
héheren Werte bei den Melasse-Glutosen. 

Betrachten wir nun die Reduktionszellen, so miissen wir in erster 
Linie bedenken, daB die in 11. gegebenen Tabellen mit Hilfe des Sirups B 
zusammengestellt worden sind. Also miissen wir bei Gebrauch dieser 
Tabellen nahezu den Gesamtwert der trockenen und aschenfreien 
Substanz wiederfinden, weil wir diese damals ,,Glutose“* genannt haben, 
wenigstens wenn die Ausscheidung der Flocken keine durchgreifenden 
Veranderungen verursacht hat. (Man achte darauf, daB jetzt Sulfat- 
asche statt Gliihasche bestimmt worden ist.) Wir sehen aber, daB 
sowohl die Fehlingsche wie auch die Luffsche Reduktion der trockenen 
und aschenfreien Substanz noch fast entspricht, daB also durch die 
Behandlung die reduzierenden Stoffe bloB von mineralen und eiweib- 
artigen Bestandteilen teilweise befreit worden sind, jedoch selber kaum 
eine Veranderung erlitten haben; zu gleicher Zeit finden die Tabellen 
mehr oder weniger Bestatigung. Wir wissen aber nicht, ob nicht etwa 
Gemische kleinerer Mengen starker reduzierender Stoffe mit nicht 
oxydierbaren Substanzen vorliegen, auch nicht, ob die Reduktion 
einem einzigen oder mehreren Kérpern zu verdanken ist. Jedenfalls 
ist wieder auBer Zweifel gestellt, daB die Berechnung als 2 x Glucose 
nicht zutrifft, denn dadurch kommen wir bei Bf tiber den totalen 
Trockengehalt hinaus, was vielleicht auch bei der /.u//-Bestimmung 
fiir C, der Fall ist. 

In Fallen, wo die Reduktion den gréBten Teil der Trockensubstanz 
erklaren kann, wie bei Bf und C,,, ist die Ubereinstimmung zwischen 
Fehling und Luff befriedigend, und zwar besser bei Benutzung der 
Glutosetabellen als bei Berechnung als 2 x Glucose. Ferner ist dann 
die Glutosemenge nach Luff etwas héher als die nach Fehling, auch 
gibt die Awerbach-Bestimmung einen plausiblen Wert. 

In den anderen Fallen berechnet sich aus der Reduktion ein viel 
kleineres Gewicht als das der Trockensubstanz und reicht die Menge 
der mineralen und eiweiBartigen Stoffe durchweg bei weitem nicht aus 
zur Erklarung der Differenz. Dort sind die Luff-Werte niedriger als die 
Fehlingschen, namentlich bei den Flockenuntersuchungen, und zwar ist 
diese Differenz noch am geringsten bei Berechnung als 2 = Glucose, 
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was besonders bei den Extraktionsuntersuchungen hervortritt. Die 
Auerbach-Bestimmung gibt abnorm hohe Werte. 

Man kann diese Erscheinungen deuten als Verschiedenheiten in 
der Spezifizitat: wenn viel Nebenbestandteile zugegen sind, reagiert 
Luffs Lésung nur wenig damit, die Fehlingsche Flissigkeit etwas mehr 
und Jodlésung in sehr hohem MaBe. 

Bei den Melasseglutosen R und S tritt dies alles, im Gegensatz 
zu B und C, auch beim léslichen Anteil auf, sogar in noch stérkerem 
MaBe als beim in Propanol unléslichen Teil; also bedeutet hier die 
Propanolbehandlung, ausgenommen hinsichtlich des Aschengehalts, 
keinen Fortschritt. 

Aus dem Vorhergehenden ist ersichtlich, daB die Lobry de Bruyn- 
schen Glutosen einen viel héheren Gehalt an reduzierenden Stoffen 
aufweisen als die Melasseglutosen und daB diese reduzierenden Sub- 
stanzen gute Léslichkeit in Propylalkohol besitzen. Eine bestimmte 
Menge wird vom Ungeldésten festgehalten und, da es bei den Melasse- 
glutosen tiberhaupt viel weniger reduzierende Substanz gibt, nimmt 
dieser ungeléste Teil hier einen viel gréBeren Prozentsatz in Anspruch. 
Ferner enthalten die Melasseglutosen viel mehr unbekannte andere 
Stoffe (worunter solche mit héherem Jodreduktionsvermégen) als die 
Lobry de Bruynschen Glutosen. 

Trotz aller vorangegangenen Behandlungen mit Methylalkohol be- 
steht also ein groBer Unterschied zwischen den beiden Arten Glutose 
und sind auch die erhaltenen Lésungen in Propylalkohol ganzlich von- 
einander verschieden, ungeachtet des in hohem Mabe verringerten 
Mineralgehalts. 

Welche nun in beiden die Substanz oder Substanzen sind, die fiir 
die Kupferreduktion verantwortlich sind, und inwiefern jene Substanzen 
in beiden identisch sind, ist auf diesem Wege nicht ausfindig zu machen, 
wie auch aus dem oben Gesagten hervorgeht. 

Wir haben versucht, diese Frage zu lésen durch Untersuchung der 
Osazone, die sich aus den Glutosen herstellen lassen. 

13. Zur Herstellung des Phenylosazons eignet sich die in Houben 
Weyls ,,Methoden der Organischen Chemie“ (3. Aufl., III, 8. 189) an- 
gegebene Methode. Es empfiehlt sich, das Phenylhydrazin zuvor im 
Vakuum zu destillieren. Man erhalt das Reaktionsprodukt meistens 
in Form von Flocken und eines dunklen Oles, das beim Abkiihlen pech- 
artig wird. 


Zur Herstellung des p-Nitrophenylosazons, das sich nach Nagel besser 
eignet zum Identifizieren der Glutosen, erwirme man eine Lésung des 
handelsiiblichen reinen p-Nitrophenylhydrazins in 30°,iger Essigsaure mit 
der Glutose auf 100° wahrend einiger Stunden. 

Die Bildung des Phenylosazons geht bei gewéhnlicher Temperatur 
nur duSerst langsam vor sich; sowoh! bei Bleihydroxyd- als bei Melasse- 
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glutosen zeigt sich erst nach einigen Tagen ein Niederschlag; jedoch bildet 
sich jetzt kein Ol (s. unten). Auch in dieser Hinsicht unterscheidet sich die 
Glutose vom 1, 2-Glucoson, das ja in der Kalte fast augenblicklich mit dem 
Phenylhydrazin reagiert. 

Fiir die Berechnung der Ausbeuten wurde die Trockensubstanz der 
eingewogenen Sirupe als C,H 0, betrachtet und das erhaltene Osazon als 
CygHaN,O, (Hexosazon). Die so berechneten Ausbeuten sind immer viel 
niedriger als die sonst bei reinen Zuckern zu erhaltenden Ausbeuten (80 °% 
und mehr). Es wurde gefunden, berechnet auf die trockene und aschenfreie 
Substanz der Sirupe: 

fir Sirup C (siehe 12.): 57° 
a » ot ~ Bh BX 
A, 10.): 36% 

Diese Ausbeuten kénnen nur erhalten werden durch wiederholtes 
Erwarmen der wasserigen Flissigkeit und durch Wagung des noch 
nicht umkristallisierten, getrockneten Osazons. In der Literatur- 
iibersicht haben wir gesehen, daB die von Nagel erhaltenen Ausbeuten 
an p-Nitrophenylosazon noch viel niedriger sind. 

14. Zur Reinigung der Osazone mubte zunachst das Ol oder Pech 
in kristallinische Form gebracht werden. Man kann dies erzielen durch 
Auflésen in der geringst méglichen Menge warmen Athylalkohols und 
EingieBen in sehr viel Eiswasser. Das Osazon scheidet sich dann in 
Form gelber, orangefarbiger oder brauner Flocken aus, die sich bei 
mikroskopischer Betrachtung als ein von einem Punkt aus strahlendes 
Kristallbiindel herausstellen, in welchem sich zwischen den Nadeln oft 
noch Oltrépfchen finden. 

Hat man bei der Herstellung von Melasseglutosen die Methyl- 
alkoholbehandlung fortgelassen, so entsteht beim AusgieBen der athyl- 
alkoholischen Lésung ihrer Osazone in Eiswasser 6fters eine kolloide 
Lésung, aus der das Osazon bisweilen nur durch vélliges Eindampfen 
im Vakuum wieder zu gewinnen ist. 

Erhitzt man die gelben Flocken in Wasser, so wandeln sie sich 
wieder in einen schwarzen Teer um. Es laBt sich dies nach Belieben 
wiederholen. Es liegt nahe anzunehmen, daB das unreine Osazon oder 
Osazongemisch in Wasser unter 100° schmilzt. 

Das Osazon wird zwar beim wiederholten Lésen in wenig Alkohol 
und EingieBen in viel Wasser immer heller, trocknet aber dunkler, 
oft mit steinroter Farbe. Letzteres tritt nicht auf, wenn das Produkt 
mit Benzol extrahiert worden war; dieses lést gewisse Verunreinigungen 
offenbar heraus. Stark verunreinigte Osazone geben mit dem Benzol 
einen schwarzen Brei; in sonstigen Fallen geht das Benzol erst mit 
dunkelroter Farbe, zuletzt aber fast farblos durch das Filter. 

Bei der weiteren Reinigung des so erhaltenen Osazons st68t man 
auf Schwierigkeiten. Umkristallisieren aus wasserigem Aceton hat den 
Nachteil, daB sich in der Warme wieder das klebrige 6] bildet, welches 





216 W. Coltof: 


oft weder durch Filtration, noch mittels eines Scheidetrichters zu ent- 
fernen ist. 

Das Umbkristallisieren aus wasserigem Alkohol (1:1), wéasserigem 
Pyridin oder aus Anisol hat nur geringen Erfolg, ebenso die Extraktion 
des Osazons mit Athylather oder Fallung der alkoholischen oder acetonischen 
Lésung mittels Ather. Das oben beschriebene EingieBen dieser Lésungen 
in Wasser ist noch am zweckméaBigsten, namentlich wenn sie zuvor iiber 
aktiver Kohle filtriert worden sind. In bezug auf spaitere Beobachtungen 
erwahnen wir hier noch, daB beim Lésen sehr unreiner Osazone in Athyl- 
alkohol ein kohliger Riickstand hinterbleibt. 

Im ubrigen unterscheidet sich das Glutosazon durch seine sehr 
groBe Léslichkeit in Methyl- und Athylalkohol ganz erheblich vom 
Glucosazon (s. unten) ; dies erméglicht auch, wo erwiinscht, die Trennung. 
Auch laBt sich auf diese Weise entscheiden, ob die vergorenen Sirupe 
noch Glucose (bzw. Fructose oder Mannose) enthalten: in diesem Falle 
hinterbleibt beim Lésen des Osazons in nicht zu viel warmem Athyl- 
alkohol ein schwefelgelber Riickstand, der nach dem Auswaschen und 
Trocknen einen Schmelzpunkt von 205° C aufweist. Auch das p-Nitro- 
phenylosazon der Glutose kann nicht in reinem Zustande erhalten werden 
durch Umkristallisieren aus wasserigem Pyridin oder durch Fallung der 
Lésung in Pyridin mit Ather. In beiden Fallen bildet sich ein schwarzes 
Ol. Lést man aber das Osazon in siedendem Methylalkohol auf, filtriert 
hei8 und laBt die Lésung unter fortwahrendem Riihren in viel Eis- 
wasser flieBen, so scheidet es in Form hell orangefarbiger Flocken aus, 
die beim Trocknen braunlich werden. Man kann hier keinen Athyl- 
alkohol verwenden, weil das Nitroosazon darin wenig léslich ist ; beim 
Phenylosazon dagegen ist er zu bevorzugen, da hiervon bei Gebrauch 
von Methanol zu viel in der Lésung bleiben wiirde. 

15. Zur Beurteilung der Osazone wird durchweg der Schmelzpunkt 
herangezogen, fiir dessen Bestimmung der Apparat nach J'er Meulen 
sich sehr gut eignet!. Es ist erforderlich, daB die zu untersuchenden 
Substanzen vollkommen trocken sind. Man beobachtet kein scharfes 
Schmelzen: zuerst zeigt sich eine allmahliche dunkle Verfarbung, dann 
tritt ein Sintern der Masse ein, spater schmilzt sie hier und da an Stellen, 
wo sie mit der Wand des Réhrchens in Berihrung ist, um bei noch 
héherer Temperatur zu dicken schwarzen Tropfen zu verschmelzen 
unter starker Schrumpfung. Oft flieBen diese nachher noch zu einer 
diinneren Fliissigkeit zusammen, die einen Meniskus formt, und schlieB- 
lich tritt véllige Zersetzung des Osazons unter starkem Aufblasen durch 
Gasentwicklung ein. 

Die Temperaturintervalle zwischen den einzelnen Stufen dieses 
Schmelzvorgangs sind sehr verschieden und, auBer von der Beschaffenheit 


1 Chem. Weekblad 1927, S. 36. 
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des Osazons, auch vom Tempo des Erhitzens abhangig. Dieses wurde 
deshalb bei allen Bestimmungen méglichst konstant gehalten, namlich 
1/, bis 1/,° pro Sekunde. 


Die angegebenen Schmelzpunkte sind die Temperaturen, bei welchen 
\élliges Schmelzen der Substanz zu einem dicken Teer auftrat. Die Tem- 
peratur der bei weitem nicht immer stattfindenden Meniskusbildung ist 
in den betreffenden Fallen als ..zweiter** Schmelzpunkt bezeichnet. 

Die Osazone der schon genannten Sirupe B, D, R und Q wiesen folgende 
Schmelzpunkte auf: 

Bo: 103°, 

Do: 101°, 

Ro: 158° (schmilzt scharfer als die anderen Produkte), 
Qo: 97° (zweiter Schmelzpunkt: 137°), 


alle nach wiederholtem Umkristallisieren aus Alkohol und Wasser. 

Nachher haben wir Bo noch zehnmal aus 25°, igem Aceton umkristalli- 
siert. Wir erhielten ein rotbraunes Pulver, Schmelzpunkt 58°. Dieses 
wurde mit Benzol extrahiert, bis dieses hellgelb abfloB. und getrocknet. 
Die Farbe war nunmehr nicht mehr so rot und der Schmelzpunkt jetzt 80° 
(zweiter Schmelzpunkt 100 bis 105°) Dieses Produkt wurde nochmals 
aus 25°, igem Aceton umkristallisiert; das Abkiihlen der Fliissigkeit wurde 
in einem offenen Schélchen vorgenommen, so daB das Aceton verdampfen 
konnte und eine gréBere Menge des Osazons ausgefallt wurde. Nach der 
Filtration entstand im Filtrat noch ein geringer Niederschlag. Dieser 
trocknete wieder mit rotlicher Farbe, Schmelzpunkt 82°, wahrend die 
Hauptmasse jetzt erheblich gelblicher geworden war und den Schmelz- 
punkt 96° hatte (zweiter Schmelzpunkt 133°). Nochmalige Extraktion 
mit Benzol. welches sich nun gar nicht mehr dunkel farbte, hatte negativen 
Erfolg: die Farbe des getrockneten Produktes war dunkler und der Schmelz- 
punkt anf 86° herabgesunken. Das Trocknen der Produkte geschah jedes- 
mal im Vakuum tiber P,O;,. Wurde Bo zweimal statt zehnmal aus 
25° igem Aceton umkristallisiert. dann wurde merkwiirdigerweise ein viel 
reineres Produkt erhalten, dessen Schmelzpunkt nur noch auf 95° herab- 
gesunken war, aber durch Auswaschen mittels Benzols (welches sich dabei 
fast nicht farbte) plétzlich auf 127° anstieg und viel scharfer wurde. was 
Verhalten ist also sehr ungewiB. 

Beim Zusammenreiben von Bo mit der gleichen Menge Glucosazon 
(Schmelzpunkt 205°) erhielten wir ein Pulver, dessen Schmelzpunkt nicht 
niedriger war als der seiner beiden Komponenten; es zeigte sich im Gegenteil 
ein langsames Schmelzen zwischen 141 und 171°. 

Die Osazone der Sirupe C und S wurden aus Alkohol und Wasser 
umkristallisiert. nachher noch aus wasserigem Aceton. und schlieBlich 
wurde mit Benzol extrahiert und im Vakuum getrocknet. Die Schmelz- 
punkte der so erhaltenen Produkte waren 135 bzw. 157°. 

Das dunkelbraune Osazon. dargestellt aus dem schon genannten 
Sirup A, hatte einen Schmelzpunkt 85°. Nach dem Ausziehen mittels 
Benzols (dieses flo®B zuerst rot, spéter hellgelb ab) hatte es eine gelbe Farbe 
angenommen und den Schmelzpunkt 95°. 

Ein anderer aus Fructose dargestellter Sirup E ergab bei zwei Ver- 
suchen ein Osazon. das beidemal einen Schmelzpunkt von 95 bis 97° aufwies. 

Ein weiterer Versuch mit einem aus Fructose hergestellten Sirup F 
ergab fiir den Schmelzpunkt seines Osazons den Wert 100°. 
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Eine zweite Darstellung des Osazons vom Sirup B lieferte ein bei 107° 
schmelzendes Produkt. 

Das Osazon, das erhalten wurde aus der Clutose, das sich darstellen 
lieB aus dem gelbgefarbten Calciumfructosat (siehe 4.), schmolz bei 77°. 
Ein Osazon einer vergorenen Riibenmelasse P hatte den Schmelzpunkt 102°. 
SchlieBlich zeigte das Osazon einer vergorenen Rohrmelasse einen Schmelz- 
punkt von 163°. 

Aus diesen Angaben ersieht man, daB nur die aus den Rohrmelassen 
zu erhaltenen Osazone nahezu den von Lobry de Bruyn und Alberda 
van Ekenstein erwihnten Schmelzpunkt 163° haben, waihrend die aus 
Bleihydroxyd-, Calciumfructosat- oder Riibenmelasse-Glutosen _her- 
gestellten Priparate Schmelzpunkte von 95 bis 105° aufweisen, voraus- 
gesetzt, daB sie geniigend rein und trocken sind; sonst kann schon bei 
bedeutend tieferen Temperaturen Schmelzen auftreten. 

Gleichwohl kann der Schmelzpunkt dieser Osazone beim Um- 
kristallisieren und Extrahieren auf 135° ansteigen, aber es lief sich 
dabei keine RegelmaBigkeit feststellen. 

Die anscheinende Ausnahmestelle der Rohrmelasseosazone findet in 
den Elementaranalysen (s. unten) nicht die geringste Bestatigung. 

Es ist zu bedauern, daB Lobry de Bruyn und Alberda van Ekenstein 
nicht angeben, mit welchen Fliissigkeiten sie die wiederholte Um- 
kristallisation der Osazone ausgeftihrt haben und wie der Schmelzpunkt 
sich dabei verhielt; denn die von uns beobachteten Schmelzpunkte 
gestatten nicht, ein Urteil tiber die Einheitlichkeit der Osazone aus- 
zusprechen. Wir werden sehen, daB die Elementaranalysen dies ebenso- 
wenig ermdéglichten. 

Das p-Nitrophenylosazon schmilzt nach Nagel sowohl bei den 
Lobry de Bruynschen als bei den Melasseglutosen bei 210 bis 215°. 
Jedoch fand er diese Werte fiir das Rohprodukt ; beim Umkristallisieren 
zeigte der Schmelzpunkt auch hier keine Neigung zum Sinken. Bei 
der Darstellung in unserem Laboratorium wurden aus beiden Glutose- 
arten Produkte erhalten, die, obschon sie in der angegebenen Weise 
gereinigt waren, schon bei 175 bis 185° unter vorangehender starker 
Zersetzung und Sinterung schmolzen. Auch hier zeigten die (in Methyl- 
alkohol) léslichsten Fraktionen die niedrigsten Schmelzpunkte, eine 
Beobachtung, die wir auch am Phenylosazon 6fters gemacht haben 
(s. unten). 

16. Die Elementaranal yse der Osazone bietet an sich keine Schwierig- 
keiten, da sie sich gut trocknen lassen und fast nicht hygroskopisch 
sind, wahrend ihr Aschengehalt viel niedriger ist als der der Glutosen, 
aus denen sie dargestellt worden sind (fast immer geringer als 1°,). 

Kohlenstoff und Wasserstoff wurden bestimmt gemaB der von 
Ter Meulen und Heslinga (s. oben) beschriebenen Methode fiir stickstoff- 
haltige Substanzen; der Stickstoff wurde wieder nach Preg/ ermittelt. 
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Die Analysen sind mit den obengenannten Osazonen Bo, Do, Ro und Qo 
A . 


vorgenommen wor le an. 


Es wurde gefunden: 





Osazon 


Gewicht 


aschen/freie 


Substanz 


0,2093 
0.1437 
0,0483 
0,0864 
0.0580 
0.1311 
0,0825 
0,1208 
0,1002 
0.0211 
0,0125 
0.0075 


Gewicht 
der Asche 


0.0005 
0.0006 
0.0001 
0.0008 
90,0000 
0.0902 
0.0000 
0.9002 
0,0002 
0,0010 
0.0006 
0.0001 


Gewicht ¢ 


0.4954 
03328 
0,1126 
0.1999 
0.1338 
0.3010 
0.1906 
0),2827 
0.2343 
0.0539 
0.0297 
0.0174 


100 Gewicht H,0 


0.1281 
0.0801 
0.0294 
0.0529 
0.0354 
0,0735 
0.0443 
0,0562 
0.0507 
0.0693 
0.0051 
0.0082 





Osazon 


Bo 


Do 


Ww 


Qo 


Einwage 
in mg 


11,01 
8,24 
5,19 
7.53 
5,86 
8,27 
5,33 
5,275 


Hieraus berechnet sich: 


ecm Ng 


1,45! 

1,08 

0,630 
0,925 
0,666 
0,938 
0,488 
0,485 


Temperatur 


in °C 


21° 0 
19 ¢ 
23 
20 
22 
21 
22 
20 


mm Hg 


757.4 
760.9 
762,5 
751,9 
749.2 
759.3 
753.4 


755,2 





Osazon 
eaeee in mg 


209,83 

143,7 
48,3 
11,01 


SN no 
ET) 


Wwol wwii we ore? 


“Io 


=i ie 4 


oro no worS 


Co 


t— 3) 


o 


Einwage 


°/, Asche in 

der aschen- 
haltigen 
Substanz 


0,2 
(0,4) 
0,2 


%}  H 


in der aschenfreien 


Substanz 


64,6 
63,2 
63,6 
63,1 
62.9 
62,7 


63,0 
63,8 
63,8 


(69,6) 
64,8 
63,3 


©,» N in der 
aschen- 
freien 


aschen- 
haltigen 


Substanz 


14.99 
15,06 


15,02 
15,09 


10,30 
10,41 


10,82 
10,94 
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Die Werte fiir ein und dasselbe Osazon stimmen bei den C-H-Be- 
stimmungen weniger gut Uberein als bei den N-Bestimmungen; was die 
Asche anbelangt, kann man auf diesem Wege keine gréBere Genauigkeit 
erwarten. Bei Qo stand uns zu wenig Stoff zur Verfiigung. Bei unten- 
stehender Berechnung der Mittelwerte sind die oben zwischen Klammern 
gestellten Zahlen auBer Betracht gelassen. 


Wir finden also: 














©, Asche in der Zusammensetzung der aschenfreien Substanz 
Osazon aschenhaltigen = —— — — Sa ERE EERE GREER 
Substanz O19 C oH 0/9 N Rest in 9°), 
Bo || 0,2 63,8 6,6 15,06 14,4 
Do 0,2 62,9 6,6 13,85 16.6 
Ro 0,2 63,5 5,6 12.80 18,1 
(Jo 4,8 64 4,7 10,88 20 


Bemerken wir noch, daB die Trockensubstanz der Glutose B selbst 
43,1 °,, Centhielt (s. oben; der H-Gehalt lieB sich nicht mit hinreichender 
Genauigkeit bestimmen), dann kénnen wir nun obige Zahlen mit einigen 
theoretischen Werten vergleichen: 





Zusammensetzung Zusammensetzung des Phenylosazons 
Substanz eae ee ee ees | eee eas . 





0,C 0/) H a % oH ON Rest in 0), 
Hence... | 000 | 62 60,3 62 15,7 | 17,8 
| ene ae 42.1 6,4 55,4 6,2 10,8 27,6 
Ortho-d-Glucoson** . . 44.4 6,15 63,2 6.4 16.4 14,0 


* Mit einer reduzierenden Gruppe. 
** Nach Nef, siehe oben. 

Hieraus erhellt, wie schwer es ist, in dieser Frage eine Ent- 
scheidung zu treffen. Der C-Gehalt aller Osazone entspricht dem des 
Nefschen Glucosons, aber die aufs genaueste feststehenden N-Gehalte 
erreichen bei weitem nicht den Wert 16,4. In bezug auf den C-Gehalt 
der Glutose selbst ware sowohl eine Oson- als eine Biosestruktur 
moéglich. Jedoch sahen wir schon, daB die Osazonreaktion bei den 
Glutosen in der Kalte in verschwindend geringem Mafe stattfindet, 
was mit irgendeiner Osonformel nicht vereinbar ist; wir diirfen ja an- 
nehmen, daB Nefs Oson und das 1-, 2-Glucoson sich in dieser Hinsicht 
ahnlich verhalten werden. 

Man wire schon auf Grund der Ubereinstimmung zwischen den 
von uns fiir Glutose und den von Schoorl fir die reduzierenden Di- 
saccharide gegebenen Reduktionstabellen geneigt, eine Bioseformel zu 
bevorzugen. Jedoch weist der N-Gehalt der Osazone nur fiir die Melasse- 
glutosen auf einen Biosecharakter hin, wahrend hiernach die Lobry 
de Bruynschen Praparate, fir welche die Tabellen gerade aufgestellt 
worden sind und sich am besten als brauchbar erwiesen haben, sich 
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mehr den Hexosen nahern. AuBerdem ist der C-Gehalt der Osazone 
jedenfalls viel héher, als bei einer Hexose oder gar einer Biose zu er- 
warten ist. Ferner sollte die Trockensubstanz der Glutose selber, wenn 
sie eine Hexose ware, einen erheblich geringeren Prozentsatz an Kohlen- 
stoff enthalten. 


Die Annahme von jeder der obigen Formeln wiirde also mit mehreren 
der Beobachtungen im Widerspruch stehen. Es war oben schon die 
Rede von alkoholunléslichen, kohligen Bestandteilen der unreinen 
Osazone. Es ware nicht ausgeschlossen, daB sich auch in den um- 
kristallisierten Produkten derartige Stoffe noch vorfinden, obschon es 
dann Verwunderung erregt, daB, ungeachtet der abnehmenden H- und 
N-Gehalte in der Reihenfolge B—D— R—Q (was dann den steigenden 
Mengen der Verunreinigungen zugeschrieben werden miiBte), die Kohlen- 
stoffgehalte einander ziemlich gleich sind. Auch die Schmelzpunkte 
geben keinen AnlaB, eine solche Abnahme der Reinheit in diesem Sinne 
anzunehmen; tiberhaupt zeigen sie nicht den geringsten Zusammenhang 
mit den Ergebnissen der Analysen. 


Es bleibt uns also nichts anderes iibrig als anzunehmen, daB auch 
das Osazon der Glutose ein Gemisch verschiedener organischer Sub- 
stanzen darstellt und hierauf die Schwankungen in den Schmelzpunkten 
und Elementaranalysen zuriickzufiihren. Eine Identitaét der unter- 
suchten Osazone diirfen wir keinenfalls annehmen. 


17. Was die sonstigen Eigenschaften der Osazone betrifft, haben wir 
versucht, den Wert der optischen Drehung und die Erhéhung des 
Brechungsexponenten festzustellen, mitsamt der Léslichkeit in Methanol. 
Bestimmungen der Gefrierpunktserniedrigung oder der Siedepunkts- 
erhéhung der Osazonlésungen, die beide auch zum Vergleich der Osazone 
dienen kénnten, haben wir nicht ausgefiihrt. 


Wir haben versucht, die Drehung einer methylalkoholischen 
Lésung zu bestimmen, die wegen der dunklen Farbe des Osazons sehr 
verdiinnt genommen wurde (2,5 ¢/1000 cem), und in einer 5-cm-Réhre 
sowohl im Saccharimeter bei starkem WeiBlicht a's im Polarimeter 
bei mittels eines Monochromators abgetrenntem gelben oder roten 
Quecksilberlicht untersucht. ‘Trotz alledem wurde die Einstellung des 
Halbschattens von der Farbe der Lésung véllig verdeckt, so daB keine 
Zahlenwerte abgelesen werden konnten. 


Die Brechung der Lésungen in Anisol eignet sich nicht zur Be- 

urteilung der Osazonpriparate. Es hat namlich Anisol puriss. einen 
9,89 bene ‘ pepe * : " , 

ni?®" — 15152; eine gesittigte Lésung von Glucosazon in diesem 


> = 
. ‘ P 19.60 hide 7 
Anisol weist einen 7," = 1,5157 auf und eine an Rohrmelassen- 


glutosazon gesattigte Lésung den nj)" = 1,5156. 
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Besser geeignet sind Lésungsmittel mit kleinerem Brechungs- 
exponent; als solches benutzten wir den Methylalkohol. 


Alle Lésungen in Methanol sind vor der Messung filtriert worden; die 


Ablesungen wurden korrigiert nach Eichung des (Abbeschen) Refrakto- 
meters mittels destillierten Wassers. 


Ein vorlaufiger Versuch ergab folgende Resultate: 


Brechungsexponent Methanol ny) bei 19,7° . . 2. 2 2. 2 2... 1,8807 
Methanol, gesattigt mit Glutosazon aus Lobry de Bruynscher 
ee ec gk ae Ss we CN eee ee » EO 


(genauere Ablesung ist hier nicht mdglich) 


Diese!be Lésung mit dem gleichen Volumen an Methanol ver- 


Giemnt,; bei 10,8"... et 6 le Sedat, tie pt sent cate ee 
Diese Lésung nochmals mit derselben eins Methanol verdiinnt, 
8 gh en ee a ee er 


Die Erhéhung der Brechung hetragt also: 


Oe 6 es a Sa OS ee es eee ow 2 OOS 
» wie CS ee ee ee ee ee sk = 1» ee 
és 3g ee ee et ee ee ee ee | 


und ist folglich der Konzentration proportional; sie eignet sich also zum 
Vergleich der Osazone verschiedener Herkunft. 


Wir haben nun die Produkte Bo und Ro auf diese Weise untersucht. 


Bo: Lésungsmittel CH,OQH, np bei 19,8... ... .. . . 1,829 
Lésung, enthaltend 0,1585 g¢/cem bei 19,89. . . 2. . © . . 1,380 
Gesittigte Lésung, enthaltend 0,256 g/cem bei 19,7 . . . 1,409 


Hieraus berechnet sich eine Brechungserhéhung fiir 1 g Osazon pro 
Kubikzentimeter von 0,322 bzw. 0,312. 
Ro: Gesittigte Lésung in demselben Methanol, enthaltend 
0,207 g/cem bei 20,0° ...... as oe Ge eee 


Hieraus berechnet sich die Erhéhung fiir lg nn pro Kubikzenti- 
meter: 0,328. 

Es fallt auf, daB Bo bis 25,6 g pro 100 cem in Methanol lés'ich ist, 
Ro nur bis 20,7 g, wiewohl die spezifische Erhéhung des Brechungs- 
exponenten bei Bo nur ganz wenig niedriger ist als bei Ro; im Mittel 
kénnen wir fiir die Glutosazone den Wert 0,32 angeben. 

Die von Lobry de Bruyn und Alberda van Ekenstein angegebene 
Léslichkeit des Glutosazons in Methanol betragt nur 2,0 g pro 100 ccm 
bei 17°! (In Wasser nach ihren Angaben 0,5, in Athanol 1,4 g pro 
100 cem.) Offenbar lag also bei ihnen eine ganz andere Substanz vor, 
die auch ihrem Schmelzpunkt und den Ergebnissen der Elementar- 
analyse gemaB viel mehr als unser Osazon dem Glucosazon abnelt. 

Wir haben auch noch die Léslichkeit und den Brechungsexponent 
des Glucosazons in Methylalkohol bestimmt (s. unten); es zeigt sich 
immer bei diesen Osazonen, daB geringere Léslichkeit einem héheren 
Schmelzpunkt und einer starkeren Erhéhung des Brechungsexponenten 
entspricht; man vergleiche hierzu 15. 
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Die gesattigte Lésung von Glucosazon (reines Produkt, Schmelzpunkt 
205°) in Methylalkohol enthalt bei 20,0° nur 0.1188 g pro 100 cem; es leuchtet 
also ein, daB die Alkohole eine scharfe Trennung zwischen Glucosazon und 
Glutosazon erméglichen. Die Brechung dieser sehr verdiinnten Lésung 
muBte mittels des Eintauchrefraktometers oder des Jaminschen Inter 
ferentialrefraktometers bestimmt werden, weil hier die Genauigkeit des 
Abbeschen Apparates nicht hinreicht. Es wurde gefunden: 

Eintauchrefraktometer: Methanol bei 19,0°: 4.7 + 0.1 Skalenteile; 
Lésung bei 19,0°: 6,05 — 0,1 Skalenteile. beides fiir Prisma I. 

Die zugehérigen Brechungsexponenten sind 1,32920 + 0,00004 bzw. 
1.32973 — 0.00004. Die Zunahme betragt also 0,0005: 0.00008. Fii 
1 g Osazon pro Kubikzentimeter berechnet sich also eine Erhéhung 0.45 

0.07. 

Interferentialrefraktometer: Kiivettenlange 5.46em. Fiillung: linke 
Halfte Methanol, rechte Halfte Lé6sung des Glucosazons. Temperatur: 19,8°. 
Wellenlange : 54604 (griine Quecksilberlime). Abgelesene Zahl der Streifen 
50 +1. Zugehérige Erhéhung des Brechungsexponenten 15490 0,000 50 
+ 0.00001. Also fir 1g Osazon pro Kubikzentimeter 0,42 O01. 

Das Brechungsvermégen des gelésten Glucosazons ist folvlich hedeutend 
héher als das der gelésten Glutosazone (s. oben). 


18. Obige Ausfiihrungen zxvsammenfassend kénnen wir folgendes 
sagen: 


Die vergorenen Rohrmelassen sind Gemische mancherlei Sub- 
stanzen. Vermutlich trifft dies auch zu fiir die Lobry de Bruynschen 
Sirupe. Gleichwohl sind diese anders konstituiert als die vergorenen 


Rohrmelassen. 

Auch die Osazone der beiden Siruparten sind Gemische und sind 
gleichfalls fir beide verschieden. AuBerdem weisen schon die geringen 
Ausbeuten an Osazon darauf hin, daB die Trockensubstanz der Sirupe 
keinen sehr hohen Prozentsatz an zuckerartigen Stoffen enthalten kann. 

Es wird also sehr schwierig sein, die Natur der in den Glutosen 
befindlichen reduzierenden Substanz oder Substanzen aufzudecken, und 
man kann auch nicht sagen, daB diese bei den Bleihydroxydsirupen 
die gleiche ist wie bei den Melassesirupen. Wir haben nichts gefunden, 
was darauf hinwiese, daB eine bestimmte reduzierende Substanz der 
Hauptbestandteil sei. 

Unter dem Namen ,,Glutose** werden wir also verstehen miissen 
jene unvergarbaren Gemische unbekannter Konstitution, in denen sich 
Hexosen, Biosen, vielleicht noch andere Zucker, Saccharinséuren (auch 
die niedrigeren), Osone (aber in geringen Mengen), Eiweibstoffe usw. 
befinden kénnen. 

Wir sind nicht der Ansicht Lobry de Bruyns und Alberda van 
Ekensteins, welche die Glutose als eine bestimmte chemische Substanz 
auffassen. Die Verhaltnisse liegen hier etwa wie bei den Melassen, 
die ja niemand als Saccharose bezeichnen wiirde. Und dort wei man 
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wenigstens noch, daB dieser vollkommen definierte Kérper sich zu 
einem gewissen Prozentsatz im Sirup vorfindet ! 

Was nun die technische Bedeutung der von uns angerihrten Frage 
fir die Rohrzuckerindustrie betrifft, sind es hauptsaichlich zwei Folgen 
der ,,Glutosebildung“, die hier eine Rolle spielen kénnen, namlich der 
Riickgang in der Ausbeute der Melassenvergérung und eine mdégliche 
Beeinflussung der Kristallisation des Rohrzuckers. Die erste Folge 
tritt jedenfalls ein, sei es, daB sich die gew6hnliche ,,Glutose‘‘ aus den 
reduzierenden Zuckern gebildet hat, oder die Produkte, in welche sie sich 
durch starkere Alkalieinwirkung umwandeln (namentlich Saéuren). Wir 
haben gezeigt, daB dieser Riickgang gréBtenteils im Betrieb stattfindet. 
Ks versteht sich nun, in Hinsicht auf die auBerst geringe Alkalitat, die 
diese Reaktion schon verursachen kann, daB Einschraénkung oder gar 
Vorbeugung dieses Riickgangs kaum miéglich sein wird, solange nicht 
die Saftreinigung auf ganz andere Weise vorgenommen wird?. 

Ob und inwiefern die Glutose die Kristallisation der Saccharose 
und die Melassebildung beeinfluBt, ist, soweit uns bekannt, noch niemals 
untersucht worden. Die Ergebnisse einer solchen Untersuchung wirden 
es uns ermoglichen zu entscheiden, bei welchem Grad der Invertzucker- 
zersetzung die Menge des kristallisierbaren Zuckers und die Ausbeute 
der Melassenvergarung derartig sind, daB man in 6konomischer Hinsicht 
das maximal Erreichbare verwirklicht. Man wird dabei vielleicht auch 
Riicksicht nehmen miissen auf die Preise des Kristallzuckers und der 
Melasse. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. Dr.-Ing. H. J. Waterman 
fir seine Anregung zu dieser Arbeit und sein lebhaftes Interesse meinen 


verbindlichsten Dank auszusprechen. 


! Siehe auch Archief 1931, IIT, 723) 
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Untersuchungen iiber die Latenzzeit bei der Autolyse. 


Von 


A. Neuberger und H. Reinwein. 
(Aus der medizinischen und Nervenklinik der Universitat Wiirzburg.) 


(Eingegangen am 16. Oktober 1931.) 


Der Abbau des EiweiBes in den Autolysaten tierischer Organe 
beginnt, wie zuerst Lane Claypon und Schryver feststellten, im all- 
gemeinen nicht sofort nach dem Tode des Tieres, sondern erst nach 
einer Zeit von durchschnittlich 4 bis 5 Stunden. Bei den Untersuchungen 
uber die Sauerstoffaufnahme (1) iiberlebender Zellverbainde findet 
sich ebenfalls wahrend dieser Zeit eine auffallende Konstanz. Es gelingt 
fast nie, durch Zusatzstoffe den Sauerstoffverbrauch zu_ steigern. 
Wir gingen deshalb von der Frage aus, ob sich diese auffallende Un- 
beeinfluBbarkeit auch wahrend der Autolyselatenzzeit nachweisen 
lie Be. 

Zur Erklarung der Latenzzeit sind verschiedene Theorien auf- 
gestellt worden. Die wesentlichsten sind folgende : 

1. Bradley (2) nimmt an, daB lediglich EiweiBkationen von den 
Zellfermenten angegriffen werden. Bei dem normalen py der Zellen 
sei das EiweiB nicht in dieser Form vorhanden, infolgedessen vor dem 
Abbau geschiitzt. Die wahrend der Latenzzeit eintretende Gewebs- 
sduerung schaffe erst die Bedingungen fiir die Autolyse. Eine ein- 
gehende Kritik dieser Anschauung findet sich bei Euler und Oppen- 
heimer (3). 

2. Die Strukturtheorie Chiatis (4) besagt, daB wahrend der Latenz- 
zeit die noch vorhandene vitale Struktur das Zusammentreffen von 
Ferment und Substrat verhindern. Die Ergebnisse Chiaris sind aber 
mit den Resultaten von Benson und Wells (5) und den Versuchen von 
Jackson (6) schwer zu vereinen. 

3. Die im AnschluB an die Versuche von Waldschmidt- Leitz (7) 
entwickelte Vorstellung von der Bildung eines Aktivators spezifischer 
Art wahrend der Latenzzeit ist wohl die wahrscheinlichste Erklirung. 
Diese “Anschauung findet sich auch bei Grassman (8). 
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Methodik. 


Die von uns verwandte Methodik entspricht derjenigen der Ronaschen 
Schule, wie sie Mislowitzer ausfiihrlich darstellt. Wir verwandten nur Leber- 
stiicke von Ratten, die die Nacht vor dem Versuch gehungert hatten. Der 
Versuch wurde immer in den ersten Morgenstunden begonnen. Die Tiere 
téteten wir durch Kopfschlag und folgenden Halsschnitt. Die Leber 
wurde steril entnommen und dann rasch durch einen sterilisierten Zer- 
reibeapparat (Latapie) gedreht. Der resultierende Brei wurde in einem 
sterilen Kolben aufgefangen, der mit steriler physiologischer Kochsalz- 
losung bzw. destilliertem Wasser gefiillt war. Die erhaltene Suspension 
war leicht pipettierbar. In ihr waren, wie die histologische Untersuchung 
zeigte, noch sehr viele intakte Leberzellgruppen enthalten. Von der Sus- 
pension wurden entsprechende Mengen in bereitgestellte sterile Puffer- 
mischungen pipettiert. Diese Kélbchen wurden bei den kurzfristigen Ver- 
suchen mit sterilem Wattebausch verschlossen und in cin Wasserbad von 38° 
gestellt. Bei langfristigen Versuchen benutzten wir einen Brutschrank, 
der auf dieselbe Temperatur eingestellt war. Bei den kurzfristigen Versuchen 
wurde aseptisch gearbeitet. Durch bakteriologische Kontrollen iiberzeugten 
wir uns von der Sterilitét. Bei den langerdauernden Versuchen benutzen 
wir Natriumfluorid, das sich nach den Feststellungen von Rona, Mislowitzer 
und Seidenberg (11) als indifferent erwiesen hat. Auch wir fanden, daB 
dadurch bei geeigneter Konzentration véllige Keimfreiheit garantiert 
wurde. Die Zeit ab Tétung des Tieres bis zur Einstellung des Autolysates 
in den Thermostaten betrug 10 bis 15 Minuten. Den Versuch brachen wir 
ab, indem wir die Kélbchen kochten oder fiir 5 Minuten in ein Wasserbad von 
80° einstellten. Die Autolysate wurden dann sofort durch Zugabe von 5 cem 
einer zehnfach verdiinnten kolloidalen Eisenhydroxydlésung enteiweiBt. 
das iiberschiissige Eisenhydroxyd durch Zugabe von gesittigter Magnesium- 
sulfatlésung ausgeflockt. Die so erhaltene Suspension wurde dann mit 
destilliertem Wasser auf ein konstantes Volumen gebracht und nach 5 Minuten 
Stehen filtriert. In aliquoten Teilen des eiweiBfreien Filtrats wurde 
der N nach der Mikro-Kjeldahl-Methode bestimmt. Entsprechend wurde 
der Anfangsstickstoff zu Beginn des Versuchs bestimmt. AuBerdem be- 
stimmten wir in den meisten Versuchen auch den Gesamtstickstoff nach 
der Makro-Kjeldahl-Methode. Der Blindwert der Lésungen wurde immer 
wieder bestimmt und von den erhaltenen Werten in Abzug gebracht. Den 
Fortschutt der Autolyse maBen wir in dem Anwachsen des durch Eisen- 
hydroxyd nicht fallbaren Stickstoffs (Reststickstoft). Als Puffer verwandten 
wir Acetatgemische nach Michaelis, Citrat und Phosphatpuffer nach 
Sérensen, Citronenséure-phosphatpuffer nach McIlvaine. Das pa wurde 
potentiometrisch nach Léiers und kolorimetrisch bestimmt. Es wurden 
niemals Versuche verwandt, in denen die Abweichungen vom theoretischen 
Wert egréBer als 0,2 waren. Bei Bestimmung des Gesamtstickstoffs wurden 
auch die prozentualen Werte zum Gesamtstickstoff berechnet. 


Um Beeinflussungen des autolytischen Prozesses durch die Natur 
der in den Pufferlésungen vorhandenen Anionen nach Méglichkeit 
auszuschalten, wurden in den Versuchen die Puffermischungen von 
Mc Ilvaine benutzt, die einen sehr weiten px-Bereich umfassen. Bei 
diesen Puffergemischen kénnen die Anderungen in der Konzentration der 
Wasserstoffionen sehr groB gemacht werden im Verhaltnis zu der Konzen- 
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tration der ubrigen in der Mischung vorhandenen lonen. Unterschiede 
in dem Ausma des autolytischen Abbaues wiirden nach der friiheren 
Anschauung durch die py-Differenzen bedingt. Aus den Versuchen war 
immer wieder zu erkennen, daB bei Dauer des Versuchs von !/, Stunde 
bis zu 6 Stunden und Verwendung von Citronensdéure-Phosphat puffer 
ein EinfluB des pg in dem erwarteten AusmaB nicht stattfand. In allen 
Fallen setzte die Autolyse sofort mit grober Reaktionsgeschwindigkeit 
ein und war auch deutlich bei fast neutralem py vorhanden (Versuche 1 
bis 5). Wir suchten nun den Einflu®B der Phosphorséure und Citronen- 
saure zu eliminieren, indem wir auf Pufferzu:satz verzichteten (Versuch 6 
und 7). Das px lag in beiden Versuchen, wie die Bestimmung ergab, 
bei 6,4. Hier war im Gegensatz zu den friiheren Versuchen in den ersten 
Stunden eine Autolyse nicht nachweisbar. Wir folgerten daraus, daB 
der deutliche Abbau beim Neutralpunkt in den ersten Versuchen in 
einer Wirkung der Anionen Phosphat und Citrat zu suchen sei. Um 
nun die GréBe dieser Einwirkung zu bestimmen, wurden in weiteren 
Versuchen die Phosphatkonzentration variiert und die den _ ver- 
schiedenen Phosphatkonzentrationen entsprechenden Rest-N-Werte 
bestimmt. Diese Versuche fielen immer ganz eindeutig aus. Aus auBeren 
Griinden kénnen wir nur einen geringen Teil der Protokolle mitteilen. 
Aus den Versuchen 8 und 9 geht hervor, daB die Wirkung des Phosphats 
sogar noch bei einer Konzentration von 1/4.) mol sehr deutlich ist. 
Mit starkerer Konzentration des Phosphats steigt die Autolyse. Eine 
Sauerung konnte durch die Phosphatlésung nicht herbeigefiihrt sein, 
da die Lésungen ein py von etwa 7,0 hatten. In den Versuchen 10 und 11 
verwandten wir Puffergemische, die in einem neutralen py-Bereich 
die Autolyse gar nicht oder nur sehr wenig beeinflussen. Hierzu eignen 
sich am besten Acetatgemische nach Michaelis und Citratpuffer nach 
Sérensen. Die vorhandene Anionenwirkung ist gering im Vergleich 
zum Phosphat. In diesen Versuchen konnten wir uns von der Richtigkeit 
der Beobachtungen Bradleys iiberzeugen, daB bei Saiuerung des Auto- 
lysats der Abbau durch ein py von 5 bis 5,3 sofort eingeleitet wird. 


AuBerdem verglichen wir in den Versuchen 12 bis 15 die Wirkung 
des Phosphats auf die Latenzperiode mit der Wirkung anderer zu- 
gesetzter Stoffe. 


Wahrend Acetat im Versuch 10 keine beschleunigende Wirkung 
auf die Autolyse wahrend der Latenzzeit bei einem py von 5,8 hatte, 
ergaben uns andere Versuche, daB in manchen Fallen Acetatzusatz 
bei px 6,4 deutliche Wirkung zeigte (Versuch 12). Die Phosphat- 
wirkung ist aber auch hier bei gleichem py die starkere. Auch Citrat- 
ionen sind nicht ohne Wirkung. Wie verweisen auf die Protokolle 16 
und 17. Stets aber ist die Phosphatwirkung die starkere. Der Einflub 
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des Citrats und Acetats ist auch, wie gesagt, inkonstant und nicht immer 
nachweisbar. In den Versuchen 13, 14, 15 verglichen wir ferner die 


Wirkung von KCl, Na,SO, und NaF auf die Latenzzeit mit der 


Phosphatwirkung. Alle diese gepriiften Verbindungen erweisen sich 
als indifferent wahrend der Latenzperiode. Die Wirkung des Phosphats 
wird durch Fluorid nicht beeinfluBt. 


Da durch alle bisherigen Versuche die besondere Bedeutung des 
Orthophosphats fiir den Beginn der Autolyse — Rona und Mit- 
arbeiter (10) fanden sie auch bei dem Verlauf der Autolyse 
hervorging, erschien es uns wichtig, auch die Einwirkung anderer 
Phosphorverbindungen auf die Latenzzeit zu untersuchen. Wir priiften 
Pyrophosphat, Glycerophosphat, Hexosephosphat und in diesem 
Zusammenhang auch noch Lactat (Versuch 16 bis 21). 


Wir verwandten folgende Lésungen: 1. Natriumglycerophosphat 
Merck, das keine Reaktion auf anorganisches Phosphat gab. Die Lésung 
wurde unter Benutzung von hochempfindlichem Lackmuspapier 
neutralisiert und einer Citratpufferlésung zugefiigt. Das px wurde 
kontrolliert. 


2. Natriumpyrophosphat (Merck). Das Salz wurde lackmus- 
neutral gemacht und ebenfalls einer Citratpuffermischung zugefiigt 
(pr gemessen). 

3. Kalium-Hexose-diphosphat wurde aus dem Kandiolin, fiir dessen 
freundliche UCberlassung wir auch an dieser Stelle der I. G. danken 
méchten, nach der Vorschrift von Neuberg und Sabetay (11) hergestellt. 
Trotz mehrfacher Reinigung war die Reaktion auf anorganisches 
Phosphat ganz schwach positiv. 


4. Natriumlactat wurde ebenfalls lackmusneutral gemacht und 
Pufferlésung zugefiigt. 


Aus dem Protokoll 16 ist zu ersehen, daB Glycerophosphat eine 
deutliche Wirkung auf die Latenzzeit zeigte, wihrend diese Wirkung 
in dem Versuch 19 fehlte, bei 17 nur angedeutet ist. Die reine Phosphat- 
wirkung ist auch in diesen Fallen deutlich vorhanden. Die Wirkung 
des Pyrophosphats ist eindeutiger, aber ebenfalls nicht so stark wie 
die des Orthophosphats. Zymophosphat zeigt die starkste Einwirkung. 
Die Wirkung iibertrifft die des Orthophosphats. Lactat beeinflubt 
die Autolyse ebenfalls wihrend der Latenzzeit ungefahr in demselben 
MaBe wie die Phosphorsaure. 


In allen Versuchen, von denen wir nur einen Teil mitteilen, fande1 
wir, daB die Autolyse unter der Wirkung verhaltnismaBig geringe: 
Mengen von Phosphat, Zymophosphat und Lactat selbst bei fast 
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Latenzzeit bei der Autolyse. 229 
neutralem py mit groBer Geschwindigkeit sofort nach dem Tode einsetzt. 
Ohne Zusatz dieser Stoffe ist in den ersten Stunden ein proteolytischer 
Abbau nicht oder nur gering nachweisbar. Da das Natriumsulfat, 
welches, wie Rona fand, die Autolyse stark beeinfluBt, in der Latenzzeit 
ohne Wirkung ist, sind wir der Ansicht, daB den Phosphationen eine 
andere Bedeutung zukommt. Wir neigen dazu, anzunehmen, dab die 
Phosphate und auch das Lactat bei der natiirlichen Aktivierung der 
Fermente eine Rolle spielen. Welcher Art der Wirkungsmechanismus 
dieser aktivierenden Stoffe ist, ob sie das Ferment, oder was wahr- 
scheinlicher ist, das Substrat verindern, ob eine Beziehung zum Schwefel- 
system Waldschmidt- Leitzs usw. besteht, bleibt noch véllig unklar. Unsere 
Befunde sprechen unseres Erachtens dafiir, daB die Latenzzeit des proteo- 
lytischen EiweiBabbaues durch das Fehlen eines Aktivators bedingt ist. 
Es ist kaum anzunehmen, daB die geringen Phosphatmengen, die ver- 
wandt wurden, durch Strukturverinderungen gewirkt haben. px-Ver- 
anderungen sind ausgeschlossen, da wir die Reaktion immer iiber- 
priften. Aus den Untersuchungen von Rona |. c. und Riesser (12) wissen 
wir andererseits, daB sofort nach dem Tode ein Abbau des organisch 
gebundenen Phosphats einsetzt. Dieser Abbau geht tiber Substanzen 
von der Art des Zymophosphats. Ebenso bildet sich auch Milchsaure 
bei jeder aseptischen Autolyse [Magnus Levy (13)]. Es ist durchaus 
wahrscheinlich, daB der eigentliche proteolytische Abbau erst beginnen 
kann, wenn gewisse Mengen dieser Stoffe bereitet sind. Sowohl das 
Phosphat wie das Lactat sind ja Stoffwechselprodukte, die bei der 
Atmung und der Garung eine groBe Rolle spielen, deren Einwirkung 
auch auf den proteolytischen Abbau demnach von vornherein wahr- 
scheinlich ist. 


Zusammenfassung. 


1. Bei Zusatz von Phosphat, Pyrophosphat, Zymophosphat 
und Lactat beginnt die Autolyse sofort. Diese Wirkung lieB sich sogar 
bei einer 1/4.) mol. Phosphatkonzentration noch deutlich feststellen. 
Zymophosphat férdert am starksten. 


2. NaCl, KCl, NaF, Na,SO, zeigten sich wahrend der Latenzzeit 
als véllig indifferent. Acetat, Citrat und Glycerophosphat sind von 
schwacher inkonstanter férdernder Wirkung. 

3. Saéuerung des Autolysats bis etwa zum py 5,0 leitet ebenfalls 
die Autolyse sofort ein. 


4. Es wird angenommen, daB Phosphat, Lactat und eventuell 
Zymophosphat bei der Induktion des autolytischen Eiweibabbaues 
eine Rolle spielen, daB ihr Fehlen die Latenzzeit mit verursacht. 
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Kinflu8 des py auf den Beginn der Autolyse bei Phosphatpufferung (1 bis 5). 


Versuch 1. 


Gesamt-N 4,3 mg. Anfangsrest-N 0,45 mg. Rest-N-Zuwachs. 








Pu 34 Pu 5.6 Pu 7,0 
mg N Oi9 mg N 0/9 : meg N : jo 
WOM we se 0,50 11,5 0,43 10 0,33 7,5 
@ sss — 0,68 16 0,45 10,5 0,59 11,5 
ree eae 0,74 17 0,56 13 0,63 14,5 
Versuch 2. 
Gesamt-N 3,75 mg. Anfangsrest-N 0,33 mg. 
PH 3.4 Pu 5.6 Pu 70 
mg N 4 * mg N Te 1 me i mg N 8 0 
. Ss aaaee 0,20 5,5 0,00 0,0 0,27 7 
ee 0,42 11 019 5,5 0,27 7 
Oe 6k P 0,43 11 0,26 7,0 0,38 10 


Versuch 3. 


Gesamt-N 4,6@mg. Anfangsrest-N 0,45 mg. Rest-N-Zuwachs. 





Pu 3.4 Pu 5.6 Pu 7.0 
: mg N | a jk mg N ) ‘ar mg N i 0 
ne 0,54 12 0,31 6.5 0,35 7.5 
ee ee 0,84 18,5 0,42 HM) 0,56 12 
_ Wee ae 1,00 22 0,40 8,5 0,48 0.5 


Versuch 4. 


Gesamt-N 3,9mg. Anfangsrest-N 0,34 mg. 





i PH 3,4 Pa 7,0 
| mg N T «OeSC«dsti‘éiek NNO] 
ee 0,15 4 0,14 3,5 
sabe A 0,29 7,5 0,20 5 
ee 0,41 10,5 0,31 8 
Versuch 5. 


Gesamt-N 4,2mg. Anfangsrest-N 0,31 mg. 








PH 5,6 Pa 7,8 





Ver, 


Wir 
1 St 


Wirk 
1 Sti 
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Versuch 6, 


Vergleich zwischen Phosphat und Aqua dest. Gesamt-N 5,5 mg. Anfangs- 
rest-N 0.55 mg. Rest-N-Zuwachs. 





Phosphat py 6,8 Dest. Wasser 
mg N O'5 mg N Oig 


0,15 : 0.01 
0,39 7 0,00 


Versuch 7. 


Vergleich zwischen Phosphat und Natriumchloridlésung. Gesamt-N 4,83 mg. 
Anfangsrest-N 0,25 mg. 





Phosphat Pu 79 Na Cl-Lisung 
mg N mg N 0/5 
0,02 


0,03 
0.03 


Versuch &. 


Wirkung der Phosphatkonzentration auf die Latenzzeit. Dauer der Autolyse 
1 Stunde. pu = 6,4, dargestellt durch Citronenséiure-Phosphatpuffer. 
Gesamt-N 6,30 mg. Anfangsrest-N 0,30 mg. 





Rest-N-Zuwachs 
Konzentration des Phosphats - . 
mg N } C5 


ee pe 0,27 4,50 
ae bid, 4 0,26 4 
45 ” 


1240 9 


0,21 3,50 
0,21 3,50 


1 
1 

1 

1 . . . . . . . . 

Be ear sag, bs ot ot 8 Tere 0,03 0 


Versuch 9. 


Wirkung der Phosphatkonzentration auf die Latenzzeit. Dauer der Autolyse 
1 Stunde. pu = 6.4, dargestellt durch Citronenséure-Phosphat puffer. 
Gesamt-N 6,2 mg. Anfangsrest-N 0,27 mg. 





Rest-N-Zuwachs 
Konzentration des Phosphats 
mg N 


Wa, Mol. . | me, 0,37 
1/45 : 0,30 
: 240 » . . 0,18 
W890 » 0,17 


0 
NaCl. . P am al 0,04 
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Dauer der Autolyse 1 Stunde. 
Rest-N-Zuwachs. 


Anfangsrest-N 0,23 mg. 





Ce Whe 


“1 


Anfangsrest-N 0,36 mg. 





> Ore 


Daim ocr 


PH 


6,0 
6,2 
| 6,4 
| 6,6 


|) 5,77 
| 6,16 


Anfangsrest-N fehlt, deshalb ist nur der absolute Rest-N-Wert angegeben. 
Dauer der Autolyse 1 Stunde. 





“ID Ore WD 


Anfangsrest- 





1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 


PH 


5,97 
6,33 
6,68 
6,35 
6,33 
6,4( 

6,40 





Natriumchlorid 


Dauer der Autolyse 


| Rest-N-Zuwachs 
| 


Zitronensaurephosphat 


” 
Acetat + m/30 Phosphat 


Dauer der Autolyse 1 Stunde. 


m/12 Phosphat + m/8 Fluorid 
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Versuch 14. 


Anfangsrest-N 0,32 mg. Dauer der Autolyse 1'/, Stunde. 





Nr. pu Pufferung Rest-N-Zuwachs 

mg 

Citrat 0.17 

y = 0.01 
5,57 » 0 
5,97 0 
6,63 - 0 

6,35 Citrat + m/24 Phosphat 0,14 

6,33 » +m 4Na80, 0,00 

6,33 .» t+m/8Nak 0.03 


Versuch 15. 


Anfangsrest-N 0,35 mg. Dauer der Autolyse 2 Stunden. 





Rest-N-Zuwachs 


Nr. pu Pufferung ae 


9 Citrat + NaCl 0 
9 » +KCl 0,03 
5.9 » + Phosphat 0,14 


Versuch 16. 


Anfangsrest-N 0,35 mg. Dauer der Autolyse 1'/, Stunden. 





Nr. pu Pufferung Rest-N-Zuwachs 

mg 
5,97 Citrat 0,07 
6,33 m 0,07 
6,68 " 0,15 
6,00 Citrat + m/28 Glycerophosphat 0,11 
6,40 > +m/25 i 0,20 
6,35 . +m 30 Phospha 0,24 


Versuch 17. 


Anfangsrest-N 0,32 mg. Dauer der Autolyse 1'/, Stunden. 





Nr. pu Pufferung Rest-N-Zuwachs 
mg 

Citrat 0.07 
0,10 
“ 0.16 
Citrat + m/70 Glycerophosphat 0.18 
» +m/70 ‘ 0,26 

» +m/70 - 0.27 

+» +m /80 Phosphat 0,28 

.~ +m/80 od 0,25 


os 
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Anfangsrest-N 0,36 mg. 
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Versuch 18. 


Dauer der Autolyse 1 Stunde. 





Nr pu 
I 6.5 
2 6.9 
3 6.5 
4 6.9 
5 6,33 
6 6.68 
7 6,35 
8 6.70 


Anfangsrest-N 0,20 mg. 


Putferung 


Citrat + m/80 Pyrophosphat 
+ m/80 me 
+ m/1L00 = 
+ m 100 
Citrat 


Citrat + m/60 Phosphat 
» +m/60 . 


Versuch 19. 


Rest-N-Zuwachs 
mg 


fehlt 
0,27 
0.16 
0,16 
0.09 
0.09 
0,23 


0,19 


Dauer der Autolyse 2 Stunden. 





Nr. pu 
1 6,0 
2 6,4 
3 6,6 
4 6,0 
5 6,35 
6 6,00 
7 6,30 
8 6,60 


Anfangsrest-N 1,19 mg. 


Pufterung 


Citrat + m/50 Pyrophosphat 


+ m/50 ” 
+ m/50 . 
+ m/80 Phosphat 
+ m/80 nN 
+ m/50Glycerophosphat 
+ m/50 ‘ 
» +m/50 se 


Versuch 20. 


Rest-N-Zuwachs 


mg 


0,12 
0,12 
0,20 
fehlt 
0,20 
0,00 
0,00 
0,00 


Dauer der Autolyse 1 Stunde. 





Nr. Pu 
1 5,8 
2 6,2 
3 5,8 
4 6,2 
5 6 
6 6,4 


Anfangsrest-N 0,36 mg. 


Pufferung 


Citrat + Zymophosphat 
m/50 , 

+ m/50 Lactat 

+m50 , 

+ m/30 Phosphat 

+ m/30 n 


Versuch 21. 


Rest-N-Zuwachs 
mg 


1,16 
1,02 
0,47 
0,67 
0,76 
0,70 


Dauer der Autolyse 1 Stunde. 





Nr. Pu 
1 5,8 
2 6,2 
3 A 
4 6,2 
5 6,0 
6 6,2 
7 


Pufferung 


Citrat + m/50 Zymophosphat 
~ +—-m/59 " 
. +m/50 Lactat 


» +m/0 , 

» + m/30 Phosphat 

~ +m/30 é 
Wasser 


Rest-N-Zuwachs 
mg 


0,58 
0.75 
0,16 
0,16 
0,15 
0,15 
0 
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Uber die Latenzzeit der Autolyse von Hungertieren. 


Von 
Albert Neuberger. 
(Aus der medizinischen und Nervenklinik der Universitat Wiirzburg. ) 


(Eingegangen am 16. Oktober 1931.) 


Der autolytische EiweiBabbau in den Organen hungernder Tiere 
wurde zuerst von Lane Claypon und Schryver (1) untersucht und mit 
dem normaler Tiere verglichen. Diese Autoren fanden bei der Leber 
der hungernden Katze, weniger deutlich bei der Niere, daB die auto- 
lytischen Vorgange nach vorangegangenem Hungern nach zwei Rich- 
tungen hin verandert werden. Es fand sich einmal eine Neigung zur 
Verkiirzung der Latenzzeit, andererseits bestand eine Steigerung 
der Autolyse tiberhaupt, die sich vor allem wahrend der Hauptperiode 
zeigte. Die Befunde waren aber nicht in allen Versuchen gleich deutlich. 
Die Autoren nahmen deshalb an, daB auch intra vitam der Eiweib- 
stoffwechsel des hungernden Tieres durch die besondere Aktivitat 
der Proteasen veraindert sei. Die genannten Befunde wurden von 
Aronsohn und Blumenthal (2) bestatigt. Diese Autoren fanden in der 
Leber von Hungertieren erhéhte Werte, wahrend sich die Autolyse 
des Muskels nicht von der normaler Tiere unterschied. Zu ahnlichen 
Ergebnissen kamen auch Satta und Fasiani (3). Bei kurzem Hungern 
war die autolytische Tatigkeit der Leber nahezu unverandert, nach 
langem Fasten trat eine deutliche Erhéhung auf. Auffallend ist aber 
auch hier wieder, daB die Unterschiede zwischen parallelen Versuchen 
betrachtlich sind, vor allem finden sich diese Schwankungen bei der 
Hungerautolyse. Bradley (4), der bekanntlich die Wasserstoffionen- 
konzentration in den Vordergrund seiner Theorie stellt, auBerte die 
Vermutung, daB die beobachtete Steigerung der Autolyse beim Hungern 
vielleicht mit einer besonderen post mortalen Sauerung in Zusammenhang 
stiinde. Simonds (5) dagegen nimmt an, daB fiir den normalen Ablauf 
des EiweiBstoffwechsels in der Zelle Glykogen erforderlich sei. Wenn 
dieses Kohlenhydrat aber fehle, kame es zu bestimmten Storungen. 
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Er bezieht sich hierbei vor allem auf seine Untersuchungen itiber die 
Wirkung von Phosphor und Chloroformvergiftung auf die postmortale 
Autolyse. Fiir den Hunger selbst werden experimentelle Begriin- 
dungen nicht erbracht. 

Steppuhn, Pewsner und Timofejewa (6) untersuchten die Frage, 
ob die Sauerung die alleinige Ursache der erhéhten Autolyse nach voraus- 
gegangenem Hunger sei. Das Ergebnis ihrer Untersuchungen war, 
daB der autolytische Abbau an Lebern langere Zeit hungernder Mause 
bei 48stiindiger Dauer und Ausschaltung der Aziditatseinfliisse durch 
Pufferung bei einem px von 7,1 gréBer war als in der Leber normaler 
Mause. Bei saurem py fanden sie keine Unterschiede. Sie schlossen 
daher aus ihren Versuchen, dab beim Hunger unabhangig von der 
Aziditat des Milieus eine Aktivierung der Fermente selbst stattfinde. 

Auf Grund der friiheren Feststellung (7), daB der jeweilige Puffer- 
zusatz auch durch die zugefiigten Anionen eine besondere Wirkung 
austiben kann, legte ich mir nun die Frage vor: Liegt bei Versuchs- 
beginn, d. h. bei Eintritt des Todes hungernder Tiere schon geniigend 
aktionsfahiges Ferment vor, oder laBt sich auch hier durch Zusatz 
bestimmter Chemikalien oder durch Sauerung eine verstarkte Autolyse 
erzielen. Diese Frage glaubte ich dadurch untersuchen zu kénnen, 
daB ich das py konstant hielt, aber andererseits Puffer benutze, die auf 
die autolytischen Vorgange bei normalen Tieren verschiedenen EinfluB 
auf die Aktivierung gezeigt hatten. 

Ich verwandte Ratten, die fast immer 6 Tage gehungert hatten. In 
mehreren Versuchen betrug die Hungerzeit 5 Tage. Im allgemeinen er- 
trugen die Tiere den Hunger gut. Nur einige kleinere Tiere starben. Ich 
habe deshalb méglichst ausgewachsene Tiere bevorzugt. Im iibrigen ver- 
wandte ich dieselbe schon friiher berichtete Methodik. Die Dauer der 
kurzfristigen Versuche betrug meistens |'/, Stunden, die langer dauernden 
dehnte ich auf 6 Stunden aus. Ich verwandte Acetat, Citrat und Phosphat 
puffer, daneben licfen immer Versuche mit reiner physiologischer Kochsalz- 
lésung. Die erhaltenen Werte des durch kolloidales Eisenhydroxyd nicht 
mehr fallbaren Stickstoffs (Reststickstoff) wurden mit dem Ausgangs- 
reststickstoff in Beziehung gesetzt und diese Differenz als Reststickstoff- 
zuwachs bezeichnet. Bei den linger dauernden Versuchen wurde mit 
Citronenséure-Phosphat puffer gearbeitet und der Verlauf der Autolyse 
in Anlehnung an die friiheren Untersuchungen nach 2, 4 bzw. 6 Stunden 
bestimmt. In Protokoll 9 bringe ich zum Vergleich das Ergebnis eines 
I’ /,-Stundenversuchs bei einem normalen Niichterntiere. um die Unter- 
schiede besser zu veranschaulichen. Im iibrigen verweise ich zum weiteren 
Vergleich auf die ausfiihrlichen Protokolle unserer Untersuchungen beim 
Normaltiere. 


Die angestellten Untersuchungen ergaben folgendes Resultat: 
Wahrend in der Leber niichterner Tiere ohne Pufferzusatz keine Autolyse 
in den ersten 1'/, Stunden nachweisbar ist, ist fast immer bei hun- 
gernden Tieren eine deutliche Autolyse vom Beginn der Latenzzeit 
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an nachweisbar, selbst wenn lediglich das véllig indifferente Kochsalz 
zugesetzt war. In einigen Versuchen war, in Ubereinstimmung mit den 
Voruntersuchern, aber eine Verkiirzung der Latenzzeit nicht nach- 
weisbar. Bei Acetatpufferung findet sich ein Rest-N-Zuwachs, der 
ungefahr dem Werte entspricht, der sich bei Zusatz von NaCl ergab. 
Lediglich in Versuch 7 ist der Zuwachs sehr gering. Bei niichternen 
nicht hungernden Tieren ist das Acetat bei entsprechender Aziditat 
meistens ohne jeden EinfluB. Der EinfluB des Citrats im Sinne einer 
Abbauférderung ist in allen Versuchen ganz eindeutig. Bei niichternen 
Tieren wurde hingegen eine foérdernde Wirkung haufig vermiBt. Auch 
bei den Hungertieren fand sich wiederum die schon friiher festgestellte 
starke Einwirkung des Phosphats im Sinne einer Verkiirzung der 
Latenzzeit und Steigerung des autolytischen Abbaues. Dieses Resultat 
spricht meines Erachtens dafiir, daB es sich bei der Hungerautolyse 
nicht um qualitative, sondern um quantitative Veranderungen handelt. 
Aktionsbereite Fermente sind wohl nach Hungern in starkerem Mabe 
vorhanden, es gelingt aber auch hier, durch Zusatz von Phosphat eine 
weitere ganz eindeutige Beschleunigung zu erzielen. 


Zusammenfassung. 

Bei hungernden Tieren ist die Latenzzeit meistens verkirzt. Zusatz 
von Acetat und Citrat laBt die autolytischen Vorgange starker hervor- 
treten als bei normalen Tieren. Phosphatzusatz steigert wie bei den 
normalen Tieren auch bei hungernden Tieren sehr stark den auto- 
lytischen Abbau. 


Protokoll 1. 


5 Tage Hunger. Versuchsdauer | Stunde. Anfangsreststickstoff 0,53 mg. 





Rest-N-Zuwachs 


Zusatz Pu 

mg 

ES og) SG es oe os 6.4 0,18 
MS ss oa! 6.7 0,28 
PRS ew ee SS 64 0,32 
is gs ete eas 0 0.05 


Protokoll 2. 


6 Tage Hunger. Versuchsdauer 1'/, Stunden. Anfangsreststickstoff 0,63 mg. 





Rest-N-Zawachs 


Zusatz PH Ne 
iis os aha 6.4 0,41 
Citrat. : 3 6.33 0,75 
Phosphat. . . - 6.4 1,20 


NaCl . . pr , 0 0,39 
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Protokoll_ 3. 


6 Tage Hunger. Versuchsdauer |'/, Stunden. Anfangsreststickstoff 1,07 mg. 





eo Pu Rest-N-Zuwachs 
ng 
Acetat ‘ 0,32 
Citrat 0,36 
Phosphat ), 0,72 
NaCl 0,28 


Protokoll 4. 


6 Tage Hunger. Versuchsdauer 1'/, Stunden. Anfangsreststickstoff 0,47 mg. 





Rest-N-Zawachs 


Zusatz pu 
me 


Acetat , ; 6.4 0.24 
Citrat . : ; 6,33 0.34 
Phosphat . An 6,4 0,60 
NaCl : 0 0.14 


Protokoll 5. 


6 Tage Hunger. Versuchsdauer 1'/, Stunden. Anfangsreststickstoff 0,34 mg. 





inane Pu Rest-N-Zuwachs 
mg 
Acetat ; 64 0.16 
Citrat . . 6.33 0,26 
Phosphat ; 6.4 0.37 
NaCl . 0 0.29 


Protokoll 6. 


6 Tage Hunger. Versuchsdauer 1'/, Stunden. Anfangsreststickstoff 0,45 mg 





; Rest-N-Zuwachs 
Zusatz Pu 
mg 
Acetat 6.4 0,29 
Citrat : 0,28 
Phosphat : 6.4 0,50 
NaCl 0 v 


Protokoll 7. 


6 Tage Hunger. Versuchsdauer 1'/, Stunden. Anfangsreststickstoff 0,40 mg. 





Zusatz PH tS ee 
my 
Acetat . wee , 6.4 0.06 
Citrat ag ts Cll MO Se 0.14 
Phosphat : ; ; 6.4 0,32 
NaCl . 2 ae 0 0.00 
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Protokoll 8. 


6 Tage Hunger. Versuchsdauer I'/, Stunden. Anfangsreststickstoff 0.40 mg. 





Rest-N-Zuwachs 


Zusatz Pu ne 
Acetat . . = 6.4 0,138 
Citrat . iy 3 6,33 0,37 
Phosphat . ‘ 6,4 0,74 
) ae ; : 0 0,25 


Protokoll 9. 


Niichterntier. Versuchsdauer 1'/, Stunden. Anfangsreststickstoff 0,55 mg. 





Rest-N-Zuwachs 


Zusatz ) 
Zusatz Pu ue 
Acetat . hen ; 6,4 0,02 
Ciieés‘. . . ; 6,33 0,13 
Phosphat . —_ : 6.4 } 0,34 
NaCl . 0 0.08 
Literatur. 
1) Lane-Claypon u. Schryver, Journ. of Phys. 31, 169, 1904. 2) Aron 
sohn u. Blumenthal, Zeitschr. f. klin. Med. 65, 1, 1908. 3) G. Satta u. 


G. M. Fasiani, Giorn. Acc. Med. Torino 75, 367; Arch. Fisiol. 11, 386. Beide 
Abhandlungen sind zitiert nach den Referaten von Ascoli in Malys Jahresber. 


1913 u. 1914. 4) Bradley, Journ. of biol. Chem. 25, 261, 1916. 5) Simonds 
Arch. of int. Med. 23, 362, 1919. 6) Steppuhn, Pewsner u. Timofejewa, 
diese Zeitschr. 175, 474, 1926. 7) Neuberger u. Reinwein, ebendaselbst 248, 


225, 1931. 
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Uber die Zustandsformen des Kohlendioxyds im Blut. 


Von 
0. M. Henriques. 


(Aus dem Staats-Seruminstitut in Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 16. Oktober 1931.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


In dieser Zeitschrift 237, 290—302, haben W.C. Stadie und Helen 
O’Brien vor kurzem einige Versuche unter obenstehendem Titel ver- 
éffentlicht. Die Verfasser glauben aus ihren Versuchen schlieBen zu 
kénnen, daB das schnell reagierende, gebundene CO, in Hamoglobin- 
lésungen (und Blut) einfach als Bicarbonat vorliegt, und daB der schnelle 
CO,-Wechsel durch irgendeine Katalyse zu erkliren sei. 
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Abb. 1. Nach Henriques’ ,.Explosionsanalysen*. 


Die Vorgeschichte des Problems ist die folgende: 1928 zeigte O. M. 
Henriques, daB der CO,-Wechsel im Organismus nicht durch eine einfache 
Anhydrierung von Kohlenséure bzw. Hydratisierung von (QO, vor sich 
gehen kann, da diese Prozesse bei physiologischer pay und Temperatur so 
langsam verlaufen, da8 die Zeit des Kapillarkreislaufs bei weitem nicht 
ausreichen wiirde. In kinetischen Versuchen konnte Henriques zeigen, da 
die CO,-Abgabe aus Hamoglobinlésungen sehr schnell verlauft: er wendete 
eine Art Explosionsanalyse an, wo er die freigemachten C O,-Mengen zu ver- 
schiedenen Zeiten messen konnte; die so gewonnenen Zeit-C O,-Kurven 
hatten eine Form, die nur in der Weise gedeutet werden konnte, daB die 
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schnelle CO,-Abgabe aus den Hamoglobinlésungen nicht alles gebundenes 
('¢ dy umtaBte, sondern nur eimen der Hamoglobinkonzentration propor 
tionalen Teil. Henriques schloB hieraus. daB eine Geschwindigkeitskatalyse 
unwahrscheinlich war; man hatte in diesem Falle erwarten miissen, daf 
alles gebundene CO, schnell abgegeben wurde, und nicht nur ein Teil davon. 
van Slyke und Hawkins (1930) reproduzierten mit einer nicht so zuver 
lissigen Technik das eine Hauptresultat von Henriques: ein gewisser Teil 
des gebundenen CO, in Hamoglobinl6sungen wird schnell abgegeben. 
wenn sie plétzlich einem Torricelli-Vakuum ausgesetzt werden, wahrend 
der restliche Teil nur langsam frei wird; van Slyke und Hawkins konnten 
dagegen nicht nachweisen, daB8 die Menge des schnell reagierenden CQO, 
der Hamoglobinkonzentration proportional ist; Henriques (1931) hat die 
Technik von van Slyke und Hawkins kritisiert und gezeigt, daB ihre Resultate 
nicht als quantitativ betrachtet werden kénnen. Weiter haben Dirken 
und Mook (1930) einige schéne (Creschwindigkeitsversuche ver6ffentlicht. 
Mit einer sinnreichen Technik nach dem Hartridge-Roughton-Prinzip maen 
sie quantitativ die schnelle CO,-Aufnahme von Hamoglobinlésungen, die 
schon (1929) von Henriques qualitativ nachgewiesen war ; es wire wiinschens- 
wert, wenn Dirken und Mook alle genauen kinetischen Daten der CO,- 
Aufnahme und CO,-Abgabe giiben. Es sei noch erwihnt, daB es Henriques 
gelang, zu zeigen, daB Oxyhamoglobinlésungen bedeutend weniger CO, 
schnell abgeben kénnen als dieselben Lésungen im reduzierten Zustande, 

Endlich haben Brinkman und Magiara (1931) in einer kurzen Mitteilung 
berichtet, da die paxg-Anderung einer CO,-HCO),-Lésung durch CO,- 
Druckanderungen mittels winziger Spuren von Hamoglobin beschleunigt 
wird; die pK; des CO, wird hierdurch nicht geaindert; die Beschleunigung 
scheint durch Spuren von KCN aufgehoben zu werden. 

Wenden wir uns nun der anderen Seite der Carbhamoglobinfrage zu: 
den Gleichgewichten der Kohlenséurekomponente im Blute. Henriques 
hat kiirzlich (1931) in einer Entgegnung an van Slyke und Hawkins dariiber 
berichtet. Die Berechnungen von Stadie und O’ Brien auf Grund ihrer in 
der oben zitierten Abhandlung mitgeteilten Versuche scheinen aber eine 
ausftihrlichere Auseinandersetzung zu rechtfertigen. 


Wahrend des letzten Dezenniums sind unsere Kenntnisse tiber die 
CO,-Gleichgewichte in wisserigen Lésungen wesentlich erweitert 
worden. ‘Teils ist die Aktivititstheorie zu allgemeiner Anwendung 
gelangt; teils haben Faurholts musterhafte Geschwindigkeitsversuche 
(1921, 1925, 1927) Licht in die Kinetik der CO,-Reaktionen gebracht. 
Diese Arbeiten scheinen den Biologen noch zu wenig bekannt zu sein, 
trotzdem sie von gréBter Wichtigkeit fiir unsere Auffassung der respira- 
torischen Prozesse sind. 


1. Wenn eine CO,-haltige Gasphase mit einer Wasserphase in Be- 
riihrung ist, lést sich etwas CO, im Wasser in Ubereinstimmung mit 
Henrys Gesetz. Ein Teil vom gelésten CO, verbindet sich chemisch 
mit dem Wasser unter Bildung einer recht starken Saure, die als Oxy- 
ameisensdure, HO. COOH, aufgefaBt werden kann; demgemaB sollte 
sie ein wenig starker als Ameisensiure sein, deren Dissoziationskonstante 
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2. 10-4 (18°C) ist. Fiir die Prozesse CO, + H,O +5 HCO, gilt 
die Massenwirkungsgleichung 
[H.C Og] 
(CO,|.{ H,O} 
oder, wenn [H,O] = 1 gesetzt wird: 
|H,CO,| 
[|CO,| 
Bei 0°, 18° und 37°C ist Kuyarat = 1,12. 10-3, 
1,55 . 10-3 und 2,18 . 10-3, weshalb p Ky. .,., 
2.95, 2,81 und 2,66 ist. 

Die Geschwindigkeiten der Hydratisie- 
rung des CO, und der Anhydrierung der 
H,CQO, sind gering. Gleichgewicht zwischen 
einer CQ,-haltigen Gasphase und einer Wasser- 


Kk, (1) 


K iyarat« (2) 


. 


Sekunden 


phase bei Reaktionen in der Nahe des Neutral- 
punktes wird deshalb nur langsam erreicht. 
Die Zeiten fir den Umsatz von 90°, der 
Komponenten sind nach den Messungen von 
Faurholt in Abb. 2 wiedergegeben; die Zeiten 
fir 37° C sind von mir mittels van ’t Hoffs 

Formel extrapoliert: die Zeiten fiir den Um- Pr cb Px oc Bacal 
satz von 99°, der Komponenten sind doppelt (1925). 

so groB, von 99,9% dreimal so groB. 











Die Kohlensaéure ist, wie gesagt, eine recht starke Saure; die 
Dissoziationskonstante 
(H'} |HCOS) 
(H,CO,| 
ist bei 0°, 18° und 37°C 2.10-4, 2.10-4 und 2,2.10-4, somit 
PR x onensiure = 3,7, 3,7 und 3,67. 
Im allgemeinen werden (1) und (2) in einer Dissoziationsgleichung 


» 
Kohlensaure (3) 


des CO, zusammengezogen 
(| H'}.[HCOs| 
([CO,] 


oder umgeformt und logarithmiert 


— Kyyarat . Kx ohiensaure K, Oy» Kj. (4) 


(HCO)! 
[cO,] 

Die Dissoziationskonstante des CO, ist bei 0°, 18° und 25°C 
= 2,2. 10-7, 3,1. 10-7 und 4,7 . 10-7, somit pK, = 6,65, 6,51 und 6,33. 

Die Werte sind nur giiltig bei unendlicher Verdiinnung. Bei Gegen- 
wart von Salzen sind die Konzentrationsausdriicke mit Aktivitats- 
koeffizienten zu multiplizieren; rechnen wir mit der Aktivitaét der 


Pau = Pry t log (.) 


16 * 
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Wasserstoffionen und der Konzentration des Bicarbonats und setzen 
wir Aktivitat = Konzentration fiir die ungeladenen Molekiilarten CO, 
und H,CO,, so bekommen wir 


. (HCO). f, . H COs} 
pay — pK, + log (60.] = pK, — pf, + log oar 
. {HCOs!} 
4 4 y a >) 
- pK + log [CO,] (t 
Nach Debye-Hiickel gilt 
Pha = (0.5. Va, (7) 


wo u = lonenstarke; diese Beziehung ist fiir f,, gieapbona, Von Hastings 
u. Sendroy bestatigt worden. 

2. Wird CQO, in eine schwach alkalische, wasserige Lésung eines 
Amins geleitet, dann wird ein Teil des CO, ,,momentan“ als ,,komplexe“ 
Carbaminséure chemisch gebunden, wahrend ein anderer Teil sich 
langsam mit dem Wasser zu Kohlensaure-Bicarbonat-Carbonat umsetzt. 
Wird die Lésung schnell bis zur neutralen Reaktion angesdiuert, dann 
entweicht die Hauptmenge des komplex gebundenen CO, ,,momentan‘ 
als CQO,, waihrend das im Carbonatsystem gebundene CQO, sich nur 
langsam in H,O + CO, umsetzt. Im Gleichgewicht liegt von der 
totalen Menge des CO, folgender Prozentsatz komplex gebunden vor: 


sain 100 
Oo p : = ne Ss) 
| Ku f ; {Am H KGieich KGteich 
Diss. ta" (Am> {Am] — Kuyyarotyse - foz [Am H’} 
wo 
. - eo.) - &Aam)2 
Kpiss. —= ee ; ’ ($) 
4m H’} - @[Komplex’ 
asi Saini Yami at #|( - Aa -UHCO,' 
%, | — KGieich = = he (10) 


& Komplex’ 
ay Am) Qe dg" 


(11) 


CO; | K yyarolyse med 
@ am H’} - 400," 


Die Dissoziationskonstanten der Carb- 
aminséuren sind nicht kleiner als 10-7, viel- 
leicht etwas gréBer. Abb. 3 zeigt die Ver- 
teilung des Total-CO, in Prozenten auf: 
CO,-Bicarbonat-Carbonat-Komplex bei 18° ( 
in einer 1 mol. Lésung von Glycin nach den 
Messungen von Faurholt (1925). 

3. Wird CQ, in eine ungefahr neutrale 
wisserige Lésung von einem Alkohol (Zucker, 
Milchsaure usw.) geleitet, dann wird ein Teil 
des CO, ,,momentan“ als ,,.komplexe“ Alkyl- 
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Abb. 3. 


Im Glycin 18° 
“Ton 


Nach Faurhoits Gleichgewichts- 


messungen (1925). 
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kohlensaure chemisch gebunden, wahrend ein anderer Teil sich langsam 
mit dem Wasser zu Kohlenséure-Bicarbonat-Carbonat umsetzt. Wird 
die Lésung schnell ein wenig angesdéuert und evakuiert, dann entweicht 
die Hauptmenge des ,,komplex** gebundenen CO, ,,momentan“ als CQ,, 
withrend das im Carbonatsystem gebundene CQ, sich nur langsam in 
H,O — CO, umsetzt. Im Gleichgewicht ist folgender Prozentsatz des 
Gesamt-CO, komplex gebunden 


109 
» Kpl : : (12) 
; Gy: Ta KGieich | “Hn “Tf weees la Ky 
Ak pl-Saur | Alkohol } hy Ak ontensiure ip) la 
wo 
, fH][R.cCOO'} E 
Kk pi-suure ‘R.COOH) (13) 
, @ alkohol) GHC, 
AK Gieichgewicht (14) 


 Komplex 


Abb. 4 gibt nach Faurholt die prozen- 
tualen Mengen von im CQ,-Bicarbonat-Car- 
bonatkomplex gebundenem CQO, in einer 
wasserigen Lésung von Methylalkohol 
(10 mol.) wieder. Die Starke der Methyl- 
kohlenséure, CH,.O.COQOH, entspricht 
pK = 3.7 bei 0° C. 

Ein Vergleich zwischen Abb. 3 und 4 
zeigt einen charakteristischen Unterschied 
zwischen der Aminlésung und der Alkohol- 





lésung; in der Aminlésung ist das Ver- 5 7? 9 £«0pan® 


haltnis oe « 
10m Methylalkohol, 0% 
Nach Faurholts Gleichgewichts 


% Bicarb« mat messungen (1927) 


°, komplexgebundenes CO, 


abhdngig von pay; in der Alkohollésung ist dies Verhaltnis unabhdngig 
ron pay. Die Erklarung ergibt sich sofort aus den Gleichungen (10) 
und (14): a [Amin] ist pay-abhingig, wahrend a [Alkohol] pay-un- 
abhangig ist. 

4. Die Mengen des komplex gebundenen CO, hat Faurholt analytisch 
gefunden, indem er die verschiedenen Léslichkeiten der Bariumsalze 
der Kohlensaure und der Carbamin- bzw. Alkylkohlensauren in alkali- 
schem Medium benutzte: die ersteren sind sehr schwer léslich, die 
letzteren leicht léslich. Die zu untersuchenden Gleichge wichtslésungen 
wurden schnell in eine alkalische Bariumsalzlésung tibergefiihrt, und 
das Bariumcarbonat konnte durch Filtrieren oder Zentrifugieren ab- 


geschieden werden. Bei passender Temperatur und pay kann man 
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auch eine ,,Explosionsanalyse ausftihren; die Bariummethode gibt 
aber die besten Resultate. Ich habe versucht, diese Technik auf Hamo- 
globin-CO,-Lésungen zu itibertragen, doch bis heute ohne guten Erfolg 
wegen Zerstérung des Himoglobins. 


5. Wird eine ,.Komplexbindung von CO, in cinem  gegebenen 
Medium sich in einer Anderung der pay des Mediums ausdriicken, gegen- 
uber der pay ohne eine solche ,,Komplexbindung” / 


Das wird von den folgenden Faktoren abhangen : 


a) pay des Mediums, 

b) den Konzentrationen von CO,, Amin, Alkohol usw. 

c) der GroBe der K xomplexsiure> K piss: K Gieichgewicht> Kityaroiys 
und K amin. . 


Es erhellt, daB die Lésung durch eine teilweise ,,Komplexbindung*’ 
des CO, saurer werden kann, wenn Kxompiexsaure grOBer als Ky ist, 
oder wenn eine basische Amingruppe ,,.komplex‘’ gebunden wird, oder 
wenn beide Méglichkeiten gleichzeitig zutreffen. In einem Versuch 
mit gleichzeitiger Messung der pay, des CO,-Druckes und des Total-CO, 
wird man somit finden, daB CO, als eine starkere Saiure erscheint, oder 
in anderer Weise ausgedriickt : der Aktivitatskoeffizient des Bicarbonats 
wird scheinbar kleiner sein, als nach den Aktivitaétsgesetzen zu erwarten 
ist. Ein Blick auf Abb. 4 zeigt dies besser als lange Auseinander- 
setzungen; in diesem Versuch mit einer 10 mol. wasserigen Lésung von 
Methylalkohol wird /, 09, 8cheinbar auf einen Wert von 0,54 herab- 
gesetzt, somit pf, = 0,27. Mit dem oben Angefiihrten iibereinstimmend 
ist diese scheinbare Aktivitatserniedrigung in der Alkohollésung un- 
abhangig von pay. Leider geben die von Faurholt untersuchten Amine 
nicht denselben Ausschlag, weil die Kxompiexsiure Von derselben GroBen- 
ordnung wie A, des CQ, sind. Es ist indessen leicht einzusehen, dab 
wir, falls ein Amin eine CO,-Komplexsaure bildete, deren Kyo: pjexsaur 
viel gréBer als K, des CO, war, dann auch hier eine scheinbare Ver 
kleinerung des f, eo, finden wirden, und zwar eine mit pay variierende 
Verkleinerung. 


Den Messungen von Faurholt (1, 75, 1927) gemaB werden /, bzw. 
pf, in 1 bzw. 0,1 mol. wiisserigen Lé-ungen von Methylalkohol scheinbar 
= 0,92 und 0,99 bzw. 0,036 und 0,0036; d. h. bis zu 1 mol. Konzentration 
scheint pf, der Konzentration, und nicht der Quadratwurzel der Kon- 
zentration proportional zu sein. 


In Versuchen mit einem Amin, dessen Kx ompiexsiure Viel groBer al- 
K, des CO, ware, wiirden wir dieselbe Proportionalitat finden, falls 
wir die Messungen bei konstanter pay ausfiihrten. 


vai 
me 
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In geeigneten Fallen kann man also durch solche Gleichgewichts- 
versuche eine ,.,Komplexbindung nachweisen und auch Schliisse 
ziehen, ob die ,,.komplex“ gebundene Gruppe in dem pay-Bereich 
dissoziiert (wie das Amin) oder nicht (wie der Alkohol), sowie iiber die 
GréBe der Kxompiexsiure- 
6. Wie beeinflussen EiweiBstoffe die Dissoziation des CO,? Man 
kénnte sich denken, daB Eiweibstoffe wegen ihrer grofen Molekel, 
ihres kolloiden Zustandes, oder ihres speziellen Amphoioncharakters 
einen speziellen Einflu®B auf die Ionen der Lésung ausiiben — und be- 
sonders auf die Bicarbonationen —, wenn auch die Bicarbonationen 
sich sonst betreffs der Aktivitatsverhaltnisse nicht von anderen mono- 
valenten Anionen unterscheiden. Dies scheint nicht der Fall zu sein; 
die Serumproteine z. B. scheinen sich als einfache Amphoionen den 
Chlorionen und den Bicarbonationen gegeniiber zu verhalten (Hassel- 
halch, Milroy, Warburg, van Slyke u. v. a.). 
Es miissen daher schwer wiegende Indizien verlangt werden, 
um EiweiBstoffen eine besondere aktivitatsvermindernde Wirkung auf 
Ionen beizulegen. Wird in Versuchen mit einer EiweiBlésung gefunden, 
daB die Aktivitaét eines Salzions scheinbar stark herabgesetzt ist, dann 
mu man inerster Linie an eine spezifische, chemische Bindung denken. 
7. Wie beeinflussen Eiweifstoffe die Geschwindigkeiten der H ydrati- 
sierung des CO, und der Anhydrierung der H,CO,? Henriques (1928), 
van Slyke und Hawkins (1930), Dirken und Mook (1930) sowie Brink- 
man und Magiara (1931) haben gezeigt, daB die Serumproteine diese 
Geschwindigkeiten nicht vergréBern. Findet man daher in Versuchen 
mit einer Proteinlésung, daB diese Prozesse beschleunigt sind, so kann 
dies nicht durch allgemeine Eigenschaften der EiweiBstoffe verursacht 
sein, sondern es muB eine spezifische Eigenschaft des betreffenden 
Stoffes zugrunde liegen. 
8. Wie heeinfluBt Hamoglobin die Dissoziation des CO,’ Man hat 
diese Frage mittels vier verschiedener Arten von Versuchen zu klaren 
versucht : 
a) Bestimmung des f, j;¢.,, in Gleichgewichtsversuchen ; 
b) Donnan-Messung der HCO, -Aktivitat ; 
ec) Vergleich zwischen Titrierungen von Hamoglobinlésungen mit 
HCl und CO,; 

d) Messung von osmotischer Wirkung der HCO,-Ionen durch Be- 
stimmung der Gefrierpunktserniedrigung in Hamoglobin- 
lésungen oder durch Messung des Dampfdrucks. 


Zu a): Bestimmung des f,,¢,, in Gleichgewichtsversuchen. 
van Slyke, Murray, Hastings und Sendroy (1925) maBen pag elektro- 
metrisch, den CO,-Druck und das Total-CO, volumetrisch in konzen- 
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trierten Hamoglobinlésungen. Sie fanden, daB fy ¢,,, scheinbar sehr 
vermindert war. Stadie und Hawes (1928) unternahmen eine schéne 
Reihe von Versuchen derselben Art mit Lésungen von CO. Hb und 
R.. Hb verschiedener Konzentrationen; auch sie fanden, daB CO. Hb 
und besonders R.. Hb scheinbar die Aktivitat der HCO, -Ionen sehr stark 
herabdriicken; binnen eines kleineren pay-Bereichs war folgende Be- 
ziehung zwischen fy y¢o,, und der Konzentration des Hamoglobins 
gultig 
Phlanco. — K{Hb}; 

also ganz dieselbe scheinbare Beziehung, die aus den Versuchen von 
Faurholt abzuleiten ist (s. unter 5.). Sie zeigten ferner, daB die aktivitats- 
vermindernde Wirkung der Chlor- und Na-Ionen auf die Bicarbonationen 
viel kleiner in Himoglobinlésungen sei als in reinem Wasser. Keine 
von diesen ,,Aktivitatsherabsetzungen“ folgt den Aktivitatsgesetzen ; 
diesen gemaB sollte die Aktivitaétsherabsetzung des HCO, der Quadrat- 
wurzel der Hamoglobinkonzentration proportional sein: 


Play co,’ == EZ Vib}, 
und nicht, wie gefunden, proportional der Konzentration. Weiter ist 
es nicht mdglich, diese Hamoglobinwirkung als einen allgemeinen, 
physikalisch-elektrostatischen Effekt aufzufassen. Denn 20 Millimol 
pro Liter von CO. Hb bzw. R . Hb wiirden in diesem Falle die mono- 
valenten HCO,-, Cl’- und Na’-Ionen so verschieden beeinflussen, dab 

fauco,' bis 56 bzw. 38°, 

facy i a te §° 

fanxa’ << aa we 5° 
der Werte bei unendlicher Verdiinnung herabgesetzt waren. Ganz 
dieselben scheinbaren Herabsetzungen lassen sich aus Faurholts Ver- 
suchen ableiten; sie sind die notwendigen Folgen der fehlerhaften 
Grundberechnung, indem man mit zu groBen Bicarbonatkonzentrationen 
rechnet. Die tatsdéchlich normale Ionenstirkewirkung auf die tatsdchlich 
kleine Bicarbonatkonzentration scheint eine allzu kleine Ionenstarke- 
wirkung auf die zu groB angenommene Bicarbonatkonzentration zu sein. 
Zu b): Donnan-Messung der HCO,-Aktivitdt. Henriques (1928/29) 
bestimmte direkt die Aktivitaten der HCO,- und Cl-Ionen in Donnan- 
Versuchen mit HamoglobinlSsungen. Er fand weit mehr Total-CO, 
und Cl in den Hamoglobinlésungen im Verhaltnis zu den AuBenfliissig- 
keiten, als nach den Aktivitatsgesetzen zu erwarten. Gleichzeitig fand 
er den isoelektrischen Punkt des Hamoglobins zur sauren Seite ver- 
schoben, und Henriques schloB hieraus, daB ein gréBerer Teil des CO, 
und ein kleinerer Teil des Cl komplex an Hamoglobin gebunden war 
unter Elektronegativierung der Molekel. Unten (unter 8c, «) werden 
wir die ,,Komplexbindungskurven“ von Henriques naher erértern. 
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Von psychologischem Interesse sei noch erwahnt, daB Henriques die 
Komplexbindung in dieser Weise nachwies: nachher wurden die kineti- 
schen Berechnungen und Versuche angestellt, nicht umgekehrt, wie von 
Stadie und O’ Brien angenommen. 

Zuc): Vergleich zwischen Titrierungen von Hamoglobin mit HCl 
und CO,. Hastings, Sendroy, Murray und Heidelberger (1924) titrierten 
elektrometrisch Hamoglobinlésungen mit HCl und CO, und fanden 
gute Ubereinstimmung; 1924 hatten diese Verfasser aber noch nicht 
die scheinbare grobe Herabseztung der Aktivitét der Bicarbonationen 
in Hamoglobinlésungen entdeckt. Stadie und O’ Brien haben kiirzlich 
einige ahnliche Versuche ausgefiihrt: zwei Versuche mit CO .Hb und 
zwei Versuche mit R . Hb in einer Konzentration von 7 bis 8 Millimol. 
Die Versuchsanordnung war so, da® sie erst eine eine gegebene 
Menge (30 bis 40 Millimol pro Liter) NaOH enthaltende — Hamoglobin- 
léisung mit HCl titrierten, indem sie pag elektrometrisch fiir jeden 
kleinen Zusatz von HCl maBen. Die Titrierungskurve war eine Gerade 
und konnte bis zum Aquivalenzpunkt fiir HC] + NaOH (isoelektrischer 
Punkt des Hamoglobins genannt) extrapoliert werden. Danach 
titrierten sie eine ahnliche Lésung mit CO,, indem sie pag elektro- 
metrisch fiir jede Anderung des CO,-Druckes maBen; CO,-Druck und 
Total-CO, wurden volumetrisch bestimmt. Fiir jeden pay-Wert im 
CO,-Versuch berechneten sie aus der HCl-Titrierungskurve, wieviel 
NaOH am Hamoglobin gebunden ware, Total-NaOQH :; die so be- 
rechnete Menge wire somit von HCO, gebunden; durch Subtraktion 
dieser berechneten Menge .,Bicarbonat-CO, von der gemessenen 
Totalmenge gebundenes CQO, ware die Menge CO, zu berechnen, die als 
Carbhamoglobin gebunden sein kénnte. Stadie und O’ Brien geben an, 
daB diese Versuche zeigen sollen, dab kein CQ, als Carbhamoglobin 
gebunden sein kénne. 

Wir werden diese Experimente und Berechnungen ein wenig naher 
untersuchen. Da die Resultate mit CO.Hb und R. Hb ganzlich ver- 
schieden sind, wird jede Versuchsreihe fiir sich besprochen. 

a) Die CO. Hb-Versuche. Stadie und O' Brien haben pay elektro- 
metrisch, sowie CQO,-Druck und Total-CO, volumetrisch gemessen; 
wir haben somit das Material fiir die Berechnung von pf, yoo, as 

(HCOs| 


1 a K ~ F t log 
Po Toe Sse CS 


da %-,, bekannt ist und pK, 450 = 6,45. 

Tabelle I und II sowie Abb. 5 geben die Resultate wieder, berechnet 
aus den Tabellen Ib und IIb bei Stadie und O’ Brien. In den Berechnungen 
ist Pfa HCO,’ = 0.1 bzw. 0.11in Tabelle I bzw. II eingesetzt, indem der 
Beitrag des Hamoglobins an der lIonenstirke (m) einfach als seine Kon- 
zentration gerechnet ist. In den Tabellen steht in den Kolonnen in Reihen- 
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folge: gemessene a) pay. b) CQ,-Druck und c) [Total-CO,];  fernet 
d) m|H,CQO,}, berechnet von Stadie und O’ Brien; e) m{HCO.), von mir 
berechnet aus 

[HCOS] - 


ie 645 2: O11 + log ; 
pay 3,45 1+1 (H, C0.) 


f) m[(CO.Hb. CQ,)}, von mir berechnet aus m [CO . Hb. CQ,] m (Total 

CO.) + m[H,CO,] : m [HCO]; g) °/, ..Komplexbindung des CO,‘‘, von 

mir berechnet aus 

m|(CO.Hb.CO,]. 100 

m(CO.Hb. COs] + m{[HCO%)}’ 

h) m[Na.CO.Hb), berechnet von Stadie und O’Brien aus ihren HC!- 

Titrierungen; i) m|Na.CO. Hbj, von mir berechnet aus m|Na.CO. Hb 
m([Total-Na‘]+m[{HCO;}: 

7 ae Se k) die Differenz i-—h; 


% Kpl 





120- at 
1) pfa. HCO,’ Wie sich er- 
wand | geben miiBte, falls Stadic 
und O’ Briens Berechnungen 
OH der Bicarbonat - konzentra- 
a, 0 4 . 2 . ae 
ah tionen richtig waren. 


+ 














20 a 
~~ 
S 
0”-——_—- + os 4 Qe 
(P-Hb, Ss 
-22 } hb. 4 OY 40 
baa S 
cia & 
= 
-Q¥0 + WU 
“UOe 69 ~~ a 75 77 79 —B7 pa v7) ¢ 69 " 
Abb. 5. Abb. 6. 


Nach Stadie u. 0’ Briens Gleichgewichtsmessungen (1931). 


Aus den Tabellen und Abb. 5 ergibt sich: wenn man die 
Deutung von Stadie und O’ Brien akzeptiert, daB kein CO, an Hamo- 
globin komplex gebunden sei, dann muB man zugleich akzeptieren, dab 
Pf. uco,: eine merkwiirdige Variation mit pay ausweist. Es mu 
nochmals betont werden, daB eine solche Variation des Aktivitats- 
koeffizienten im Wiederspruch mit allen bekannten Daten von Aktivi- 
taten steht. 

Nimmt man indessen Henriques’ Standpunkt ein, daB Bicarbonat- 
ionen den Aktivitétsgesetzen folgen in Hamoglobinlésungen wie in 
anderen Proteinlésungen, dann bekommt man die ,,Komplexbindungs- 
prozente“ der Tabellen und die ,,Komplexbindungskurven* in Abb. 6. 
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Letztere sind den ,,Komplexbindungskurven™ aus Henriques’ Donnan- 
Versuchen ahnlich (Abb. 7) und sind von einer Form, die zu erwarten 
ist, falls CO, an dissoziable Amingruppen gebunden ist unter Bildung 
von Komplexsaéuren, deren Dissoziationskonstanten gréBer als A, des CO, 
sind (s. unter 5.). Die Versuche mit Hamoglobin sind schwierig, und 
die Verhaltnisse in Hamoglobinlésungen miissen verwickelt sein. Nehmen 
wir Adairs Oxydationshypothese an, dann miissen wir wohl mit vier 
n Amingruppen pro Aggregat rechnen und somit vier n verschiedene 
Kgjeichgewieht UNA Kxompiexsaure erwarten. Es dauert sicher geraume Zeit, 
bis geniigend und hinreichend genaues 
experimentelles Material zur Beurtei- 
lung dieser GréBen vorliegen wird. 

B) Die R.Hb-Experimente. Bei 
der Prifung der Experimente von 
Stadie und O’ Brien mit R. Hb befinden 
wir uns in einem Dilemma: sie stimmen 
nicht iiberein mit bisherigen Daten, 
auch nicht mit denen von Stadie und 
Hawes. Bei der Berechnung wie oben 
erhalten wir die Werte in Tabelle III 
und IV sowie Abb. 5. pas 

Es geht hieraus hervor, dab \bb. 7. 

Pla. uco,' ZWischen + 0,64 und; 0,58 Nach Henriques’ Ponnan-Versuchen (1929) 
schwankt. Das ist kaum méglich; 

liegt nicht irgendein Fehler vor? Es ist ja bei weitem nicht geniigend 
Total-CQ, gefunden, um den Bicarbonatbedarf bei den gemessenen 
pay-Werten und CQ,-Drucken zu decken. 

Zu d): Osmotische Messungen. Stadie und O' Brien suchten in einer 
Reihe von osmotischen Messungen zu zeigen, daB Hamoglobin CO, 
komplex nicht binden kénne. Sie bestimmten die Gefrierpunkts- 
depressionen in reinen Lésungen von CO,, NaHCO, und Hamoglobin, 
sowie in Mischungen derselben. Stadie und O'Brien setzten voraus, 
daB der osmotische Koeffizient des Bicarbonats derselbe in Hamo- 
globinlésungen wie in reinen Salzlésungen sei, und kamen so zum 
SchluB, daB kein CO, komplex an Hamoglobin gebunden sein 
konne. 

Hierzu ist zu bemerken: 

a) Wenn CO, an Hamoglobin komplex gebunden wird unter 
Bildung einer COOH-Gruppe, den Alkylkohlensauren und Carbamin- 
sauren analog, dann mag es unmdglich sein, in Gefrierpunktsmessungen 
die R . COO’-Tonen von den HCO. -lonen zu unterscheiden. 

B) Stadie und Hawes (1928) sowie — ,,mit viel gréBerer Gewib- 
heit** Stadie und O' Brien (1931) behaupten, daB der Aktivitats- 
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koeffizient des Bicarbonations in Hamoglobinlésungen merkwiirdig 
klein sei. Gleichzeitig nehmen Stadie und O’ Brien an, daB der osmotische 
Koeffizient des Bicarbonations in Hamoglobinlésungen von normaler 
GréBe ist. 

Beide Standpunkte kénnen nicht richtig sein. Zwischen den 
zwei Koeffizienten herrscht folgende thermodynamische Beziehung: 

- dg d\n f, 
4 rs de ; ‘ de : 

wo qg = osmotischer Koeffizient, ¢ = Konzentration ist. Wird der 
eine Koeffizient geandert, mu der andere mit thermodynamischer 
Notwendigkeit auch geandert werden. 

Magiara (1931) hat neulich einige Dampfdruckmessungen nach 
A. V. Hill in Hamoglobin-CO,-NaHCO,-Lésungen kurz mitgeteilt ; er 
fand, daB der osmotische Koeffizient des Bicarbonations abnorm klein 
war, und konnte dies nur durch eine teilweise Komplexbindung von 
CO, an Hamoglobin erkliren. Diese osmotischen Messungen von 
Magiara stimmen also ganz mit den erwaihnten Aktivitétsmessungen 
uberein. 

9. Wie beeinfluBt Hamoglobin die Geschwindigkeiten der H ydratation 
des CO, und der Anhydrierung der Kohlensdure? Henriques (1928/29) 
sowie van Slyke und Hawkins (1930) haben experimentell bewiesen, 
daB Hamoglobinlésungen einen Teil ihres geburidenen CO, schnell 
abgeben kénnen, wenn sie einem verminderten CO,-Druck ausgesetzt 
werden. Henriques (qualitativ 1929) sowie Dirken und Mook (quanti- 
tativ 1930) haben experimentell bewiesen, daB Héimoglobinlésungen 
schnell CO, chemisch binden kénnen, wenn sie einem vergréBerten 
CO,-Druck ausgesetzt werden. Henriques (1928/29) schlug zwei Hypo- 
thesen zur Erklarung dieser Phinomene vor: a) eine Katalyse der An- 
hydrierung der H,CO, und der Hydratisierung des CO, : b) eine Komplex- 
bindung von CO, an Hamoglobin; Henriques sowie Dirken und Mook 
bevorzugten die letzte; van Slyke und Hawkins sowie Stadie und O’ Brien 
bevorzugten die erste. Die Anschauungen von Brinkman und Magiara 
treten nicht ganz klar hervor; sie schéinen sowohl eine Katalyse als 
eine Komplexbindung anzunehmen. 


Zusammenfassung. 


Zu a). Fureine Katalyse sprechen 1. ein Versuch von van Slyke und 
Hawkins, in dem sie fanden, daB eine kleine Menge Himoglobin die 
Abgabe von CO, ebenso wie eine gréBere Menge beschleunigte. Henri- 
ques (1931) hat ihre Technik kritisiert, und dieser eine von ihnen aus- 
gefiihrte Versuch steht im Widerspruch zu den vier Versuchen von 
Henriques, in denen gute Ubereinstimmung zwischen Hamoglobin- 
konzentration und schneller CO,-Abgabe gefunden wurde; 2. die Ver- 
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suche von Brinkman und Magiara, wo winzige Hamoglobinmengen 
die Hydratation des CO, und die Anhydrierung der Kohlensaure be- 
schleunigten, wahrend die Gleichgewichtskonstante (die K, des CQ,) 
unverandert blieb. 

Gegen eine Katalyse sprechen die folgenden Daten: 1. die ge- 
nannten vier Versuche von Henriques ; 2. die Form der Zeit — C O,- Abgabe- 
kurven von Henriques sowie von van Slyke und Hawkins (s. Abb. 1), die 
nur dadurch erklart werden kann, daB die CO,-Abgabe aus zwei Pro- 
zessen zusammengesetzt ist, einem sehr schnell und einem langsam 
verlaufenden; 3. falls sowohl die Hydratisierung als die Anhydrierung 
katalysiert waren, mubte man nach den allgemeinen Erfahrungen 
von katalysierten Prozessen erwarten, daB das Gleichgewicht nicht 
geaindert wirde, wie auch in den Versuchen von Brinkman und Magiara 
gefunden wurde; in nur wenig konzentrierten Hamoglobinlésungen 
scheint indessen die K, des CO, sehr vergr6éBert zu sein, und die Ver- 
groBerung hangt von pag ab. 

Zub). Fir eine ,,Kkomplexbindung sprechen folgende Daten: 
1. die genannten vierVersuche von Henriques ; 2. die Form der genannten 
Zeit —CO,-Abgabekurven; 3. die Analogie mit den ,,momentan“ reagie- 
renden Alkylkohlenséuren und Carbaminséuren, wo man bei den 
letzteren eine scheinbare, mit pay variierende VergréBerung der K, des 
CO, erwarten muBte; 4. die osmotischen Versuche von Magiara sowie 
5. alle angefiihrten Aktivitétsversuche, die nur durch eine Komplex- 
bindung erklart werden k6énnen. 

Gegen eine ,,Komplexbindung* des CQ, spricht nichts; es besteht 
nur die von Brinkman und Magiara angedeutete Méglichkeit, daB 
sowohl eine Katalyse als eine Komplexbindung vorliegen kénne. 
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Zur jodometrischen und manometrischen Bestimmung 
des Stickstoffs mittels Hypobromit. 


Von 
Akiji Fujita und Shiro Kasahara. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts, Tokio.) 


(Eingegangen am 8. Oktober 1931.) 


Versuche, den Stickstoff von Ammoniak, Harnstoff und anderen 
stickstoffhaltigen Substanzen dadurch zu bestimmen, da man das 
durch Einwirkung von Hypohalogenit entstehende Stickstoffgas volu- 
metrisch miBt oder das iiberschiissige Hypohalogenit jodometrisch be- 
stimmt, wurden von Melsens!, Knop, Wagner, Artmann und Skrabail, 
Rupp und Roéssler, Hiifner, Janet, Margosches und Rose und vielen 
anderen Forschern ausgefiihrt. Pohorecka-Lelesz' hat zuerst dies Prinzip 
auf die nach Kjeldahl oxydierte Fliissigkeit angewandt und den Stick- 
stoffgehalt jodometrisch mittels Hypobromit bestimmt. Die Destillation 
der kjeldahlisierten Fliissigkeit wird dadurch tiberfliixsig gemacht und 
die Manipulationen vereinfacht. Die manometrische Stickstoffbestim- 
mung der kjeldahlisierten Fliissigkeit mittels Hypobromit mit dem 
van Slykeschen Apparat wurde zuerst von Stehle? angegeben und von 
van Styke® verbessert. Pohorecka hat auf Grund eigener Versuche mit 
Harn als oxydationsbeférderndes Mittel beim Kjeldahlisieren Kalium- 
oxalat empfohlen. Nach unseren Versuchen ist der Zusatz von Kalium- 
oxalat zur vollstaéndigen Oxydation mancher stickstoffhaltigen Sub- 
stanzen nicht immer ausreichend. Man muB lange kochen und erhalt 
haufig abweichende Resultate. Auch ist der Zusatz von Natrium- 
wolframat, wie Jwatsuru* empfiehlt, nicht einwandfrei. Es entsteht 
immer ein gelber Niederschlag, welcher durch Erhitzen mit Schwefel- 
siure nicht verschwindet. Die kjeldahlisierte Fliissigkeit wird niemal- 
klar, und die Oxydation ist manchmal unvollstandig. Kupfersulfat 


! Pohorecka-Lelesz, Bull. Soc. Chim. Biol. 6, 773. 1924; 7. 1038, 1925. 
2 Stehle, Journ. of biol. Chem. 47, 11, 1921. 

8 Van Slyke, ebendaselbst 71, 235, 1927. 

4 Jwatsuru, diese Zeitschr. 195, 442, 1928. 
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ist auch nicht anwendbar, weil es mit Hypobromit reagiert und die 
jodometrische Bestimmung beeinfluBt. Das von van Slyke angegebene 
Persulfat ist ebenfalls bei Anwendung der jodometrischen Methode 
auszuschlieBen, da es Hypobromit verbraucht. Wir haben schlieBlich 
gefunden, daB Wasserstoffsuperoxyd mit gleichzeitigem Zusatz von 
Kaliumsulfat als vorziigliches Oxydationsmittel wirkt. Die Erhitzungs- 
dauer wird dadurch bedeutend verkiirzt, und man erhalt sowohl bei 
der jodometrischen als auch der manometrischen Bestimmung richtige 
fesultate. Wir haben weiter gefunden, daB bei der Methode von 
Pohorecka die angewandte Kaliumjodid- und Salzsiuremenge zu klein 
ist: hierbei ist eine merkliche Nachblauung der Fliissigkeit nach der 
Titration unvermeidlich, wodurch die ‘Titration unsicher wird. Dieser 
Nachteil kann durch Zusatz einer gréBeren Menge Kaliumjodid und 
Salzsaure vermieden werden. Wir haben gefunden, dab unter diesen 
Bedingungen die vom Ammoniak verbrauchte Hypobromitmenge 94°, 
der aus der Reaktionsformel zu erwartenden entspricht, wahrend die 
iibrigen 6°, fiir Nebenreaktionen verbraucht werden, im Gegensatz 
zum Befund der genannten Verfasserin, wonach fast das gesamte Am- 
moniak formelgemaf mit Hypobromit reagierte. Wenn man den Stick- 
stoffgehalt der kjeldahlisierten Fliissigkeit nach Warburg manometrisch 
bestimmt, erhalt man trotz der Verschiedenheit der Bedingungen auch 
nur 94°, des nach der Formel zu erwartenden Stickstoffs. Da aber 
in beiden Fallen das Verhaltnis von Haupt- und Nebenreaktionen bei 
verschiedenen Konzentrationen des Ammoniaks immer konstant bleibt, 
kann man mittels geeigneten Faktors die Stickstoffmenge genau be- 
stimmen. 

Im folgenden wird zunachst das jodometrische und manometrische 
Verfahren beschrieben, welches wir fiir giinstig halten, dann folgen die 
experimentellen Daten unter verschiedenen Bedingungen, und zuletzt 
wird gezeigt, dab beide Methoden richtige Werte geben, die mit den 
nach dem Mikro-Kjeldahlverfahren von Pregl erhaltenen geniigend 
genau iibereinstimmen. 

Prinzip. 

Stickstoffhaltige Substanzen werden durch Schwefel: dure in Gegen- 
wart von Kaliumsulfat und Wasserstoffsuperoxyd oxydiert, dabei wird 
der gesamte Stickstoff der biologisch in Betracht kommenden Sub- 
stanzen in Ammoniak verwandelt: die oxydierte Fliissigkeit wird neu- 
tralisiert und durch Zusatz von Hypobromit entstandenes Stickstoffgas 
nach Warburg oder die tiberschiissige Hypobromitmenge jodometrisch 
bestimmt, woraus sich der Stickstoffgebalt der Substanz berechnen 
laBt. Die Reaktionsformeln sind die folgenden: 

2NH, + 3 NaOBr — 2 NaBr + 3H,O— Ny, 
HOBr + 2HJ = J, + HBr + H,0O. 


Biochemische Zeitschrift Band 243. 17 
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I. Jodometrische Bestimmung. 


Reagenzien. 


1. Konzentrierte Schwefelséure (spez. Gew. 1,84), ammoniakfrei. 

2. Kaliumsulfat (Kahlbaum, zur Analyse), im Mérser fein zerrieben. 

3. Perhydrol (30°, H,O,), stickstofffrei. In paraffinierter Flasche im 
Eisschrank aufbewahrt?. , 

4. Gesittigte Natriumhydroxydlésung. 

5. Ungefahr 0,5 n H,SQO,. 

6. Ungefihr n/10 NaOH. 

7. 0,1°, Natriumalizarinsulfonat. 


8. Alkalische Hypobromitlésung mit etwa m/10 Br. 

2g Brom werden in 250cem n/5 NaOH unter Eiskiihlung gelost 
Diese Lésung wird im Eisschrank aufbewahrt. Alle 2 Wochen neu her- 
gestellt. 

9. Ungefahr 20°,ige Kaliumjodidlésung. 

2g¢ KJ werden in 10 cem Wasser gelést. Die Lésung wird taglich neu 
hergestellt und vor Sonnenstrahlen méglichst geschiitzt aufbewahrt. 

10. Ungefaihr 2n Salzséure. 

1 Volumen konzentrierte Salzsiure (spez. Gew. 1.19) wird in 5 Volumen 
Wasser gelést. 

11. Starkelésung. 

1 g lésliche Starke wird unter Erwarmen in 100 ccm gesattigter NaC!- 
Léosung geldést. 

12. n/100 Natriumthiosulfatlésung. 

Dieselbe wird taglich gegen n/100 Kaliumjodat-Standardlésung ein- 
gestellt. 

Ausfihrung. 

Die zu untersuchende Lésung (mit 0,2 bis 0,55 mg N) wird in 
Mikro-Kjeldahlkolben nach Pregl getan, 1 ccm konzentrierte H,SO, 
und eine kleine Messerspitze (0,05 bis 0,07 g) K,SO, zugesetzt und uber 
kleiner Flamme erhitzt. Sobald Dampfe von SO, auftreten, erhitzt 
man noch 10 bis 20 Minuten, setzt 2 bis 3 Tropfen Perhydrol zu, erhitzt 
weiter, wiederholt den Zusatz von Perhydrol ein- bis zweimal und 
erhitzt weiter, bis der Kolbeninhalt véllig klar geworden ist. Nach 
dem Erkalten setzt man ungefihr 5ccm Wasser zu und kihlt mit 
flieBendem Wasser. Man fiigt 1 Tropfen 0,1 °,iges Alizarinsulfonat und 
unter 6fterer Abkiihlung mit flieBendem Wasser gesattigte NaOH- 
Lésung hinzu, bis die Lésung alkalisch wird (gewéhnlich 2 bis 3 ccm) 
Man neutralisiert die tiberschiissige Lauge mit 0,5 n H,SO,-Lésung, 
danach macht man durch Zusatz von einigen Tropfen n/10 NaOH 
die Lésung schwach alkalisch. Nach Abkiihlung mit flieBendem Wasser 
wird die Fliissigkeit mittels eines kleinen Becherglases quantitativ in 


1 Das sogenannte Tropenperhydrol von Merck enthalt Bruchteile von 
Prozenten Barbitursiure. Wenn man dieses Praparat gebrauchen will. 
muB genau dieselbe Menge in Haupt- und Blindversuch genommen werden 
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einen 25-ccm-MeBkolben eingebracht; den Mikro-Kjeldahlkolben und 
das Becherglas spilt man mehrmals mit Wasser nach und fillt mit 
Wasser bis zur Marke auf. 

Man iiberfiihrt die Flissigkeit in Erlenmeyer-Kolben von 100 com 
Inhalt, setzt genau 2,0ccm Hypobromitlésung zu und mischt gut; 
dann fiigt man je 2ccm 20% iges KJ und 2n HCl zu und stellt unter 
eine Glocke aus braunem Glas. Nach 10 Minuten wird das aus geschiedene 
Jod mit n/100 Thiosulfat und Starke als Indikator titriert. Jedesmal 
wird ein Blindversuch angestellt. 


Rechnung. 
Der Titrationswert des Blindversuchs sei X com, der des Haupt- 
versuchs x cem, dann erhalt man die N-Menge in mg durch folgende 


Formel: N = 0,05,(X x). 


Bemerkungen. 


1. Wenn die Kjeldahl-Lésung mehr als 0,55 mg N enthalt, ist 
zur jodometrischen Bestimmung nur ein Teil der neutralisierten Flissig- 
keit (entsprechend 0,2 bis 0,55 mg N) zu nehmen, den man mit Wasser 
auf 25ccm verdinnt. 

2. Wir verwenden Alizarinsulfonat statt Methylrot, weil letzteres 
bei der Neutralisation mit konzentriertem Alkali manchmal entfarbt 
wird und zweitens, weil der Neutralisationsendpunkt bei ersterem 
deutlicher und leichter zu erkennen ist. Da der Indikator auch etwas 
Hypobromit verbraucht?, muB genau dieselbe Menge Indikator im Haupt - 
und Blindversuch genommen werden. Bei Anwendung von noch ver- 
diinnterem Thiosulfat ist hierauf besonders zu achten. 

3. Die Reaktion zwischen Ammoniak und Hypobromit ist fast 
momentan beendet. Die verbiauchte Hypobromitmenge, die sofort 
nach Mischung gemessen wird, ist genau dieselbe, die 15 Minuten danach 
gemessen wird. 

4. Es ist kein Unterschied zu finden, ob man die Reaktion bei 
20° oder bei 38°C stattfinden laBt. 

5. Die bei der Oxydation benutzte K,S8O,-Menge, und die bei der 
Neutralisation entstehende Natriumsulfatmenge sind innerhalb weiter 
Grenzen ohne EinfluB auf die gemessenen Werte. 

6. Das Flissigkeitsvolumen bei der jodometrischen Bestimmung 
ist zwischen 10 und 25ccm belanglos. Bei 50 ccm blaut die Lésung 
nach der Titration leicht nach. 


' 1 Tropfen 0,02 °,iges Methylrot verbraucht H ypobromit entsprechend 
etwa 0,06 cem n/100 Thiosulfat. | Tropfen 0,1 °,iges Alizarinsulfonat etwa 
0.07 cem. 


iy* 
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7. Wir machen die Lésung nach der Neutralisation deshalb schwach 
alkalisch, weil die verbrauchte Hypobromitmenge im alkalischen Be- 
reich in weiten Grenzen ziemlich konstant ist, nicht aber auf der sauren 
Seite, und zwar wird um so mehr Hypobromit verbraucht, je saure: 
die Lésung ist. 

Versuchsbeispiele. 
1. Bestimmung des Gesamtstickstoffts des Blutes. 

Kaninchenblut wird 20fach verdiinnt. leem wird kjeldahlisiert 
Nach der Neutralisation wird auf 25cem aufgefiillt. Zur Bestimmung 
werden 10 cem der neutralisierten Fliissigkeit genommen und 15 cem Wasse! 
zugesetzt. 


Titer dee Thiosulfate. .....-.4s#f 0,985 
ee a a ee: 17,00 
Hauptversuch . ... . DAG der onae: 2 ee 5,90 
N-Menge im VersuchsgefaB : 
N = 0,05 (17,00 — 5,90) 0,985 = 0,547 my 
0,547 
Gesamt-N des Blutes: 7 25° 20° 100 2735 maq-° 


Bestimmung des Reststickstoffs im Blute. 


3cem enteiweiBtes Filtrat von Hiihnerblut (1:10) werden unter 
Zugabe von 0,5cem H,SO, und etwa 30mg K,SO, erhitzt, bis weil: 
Dampfe entweichen. Noch 3 ccm Filtrat werden zugesetzt. Man erhitzt 
weiter, wie oben beschrieben. Nach der Neutralisation wird auf 10 cen 
aufgefiillt. Die ganze Fliissigkeitsmenge wird zum Versuch benutzt. 
f = 0,976, X = 20,45. 2 — 16,05, 
N = 0,05 (20,45 16,05) 0,976 0,2145 mq. 
Der Reststickstoffgehalt ist also: 
9 fg _ 
0,2145 . 10.100 = 35,8 mg-°,... 
6 
3. Bestimmung des Gesamtstickstoffs des Harns. 
| Volumen Menschenharn wird auf 5 Volumen verdiinnt. | cem wird 
kjeldahlisiert. Nach der Neutralisation Verdiinnen auf 25 cem: 6 cem 
werden zum Versuch benutzt. 
f = 0,985, X = 17,15, z = 7,20, 
N = 0.05 (17,15 7,20) 0,985 0.490 mq. 
Gesamt-N des Harns ist also: 


0,490 95.5. 100 = 1020 mg-%. 
6 


Experimentelles. 


1. EinfluB der Zeitdauer vom Hypobromitzusatz bis Titrations- 
beginn. 
Wie Tabelle I zeigt, sind 5 Minuten noch zu wenig; bei 10 und 
15 Minuten erhalt man fast gleiche Werte. Man mu daher die Zeit 
viel genauer beachten, wenn man nach 5 Minuten statt nach 10 Minuten 
titriert. 
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Tabelle I. 





Zeitdauer: 5’ 10’ 15’ 
. ees : { 10,40 10,90 10,95 
cem n/100  Thiosulfat 10.35 10.85 10°90 


2. EinfluB der KJ-Konzentration 
Zu leem 0,015 m (NH,),SO, und 24 cem Wasser werden 2 ccm 
4294 
Hypobromit zugesetzt. Nach Zugabe von x ccm 20° ,igem KJ und 
2ccem n HCl wurde titriert (Tabelle II). 


Tabelle II. 





z 0.5 1.0 20 
vem n 100 Thiosulfat . (8,90) (10,20) 10,60 
Sehr deutliche Nachblauung! gut 


Nachblauung! 

Wie ersichtlich, darf die 20° ,ige KJ-Lésung nicht weniger als 
2 ccm betragen. 

3. EinfluB der HCl-Konzentration. 

Zu leem 0,015 m(NH,),.SO, und 24cem Wasser werden 2 ccm 
Hypobromit zugesetzt. Nach Zugabe von 2ccm 20°,igem KJ und 
xccem n HCl wurde titriert (Tabelle I11). 

Tabelle Ill. 





r 1 3 8 
cem n/L100 Thiosulfat . (8,55) 10,65 10,70 
Nachblauung! gut gut 


Wie ersichtlich, miissen von der n HCl-Lésung mehr als 2 com oder 


15cem 2nHCl-Lésung genommen werden. 


4. EinfluB der Wassermenge. 
Zu leem 0,015 m(NH,),8O, und xcem Wasser wurden 2 ccm 
Hypobromitlésung zugesetzt. Nach Zugabe von 2ccm 20°,igem KJ 
und 2cem 2n HCl wurde titriert (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 





zx 0 10 40 80 m1) 
cem n/100 Thiosulfat 10.25 10,60 10,65 (9,25) (10,55) 
gut gut fast gut Nach- langsame 
(1 Tropfen blauung! Nachblauung! 
nach | Stunde) (3 Tropten 


nach 30 Min.) 
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Wie aus der Tabelle hervorgeht, muB das Fliissigkeitsvolumen 
kleiner als 40 ccm sein. 
5. EinfluB der Aziditat. 
Zur Lésung von Icem 0,015 m(NH,),SO, und 24cem Wasser 
wurde je eine der folgenden in Tabelle V angefiihrten Fliissigkeiten 
zugesetzt und dann die jodometrische Bestimmung vorgenommen. 


Tabelle V. 





n1l0 NaOH n/l0 Hy, SO, 
Zusatz — 
10cem 05ccem 0,25cem 1,0 ¢em 05ecm 0,25eem “7°54! 
Die von NHg, verbrauchte 
Hypobromitmenge 
‘com n/l109 Thiosulfat) . 8,25 825 8,25 8.55 8,39 8,34 8,20 


Wie ersichtlich, hat der Zusatz von 0,25ccm bzw. 1,0 ccm 
n/10 NaOH fast keinen EinfluB, dagegen wirken von n/10 H,SQO, schon 
0,25 cem deutlich. Es ist daher ratsam, die Lésung nach der Neutrali- 
sation schwach alkalisch zu machen. 


6. Beziehung zwischen Ammoniak- und verbrauchter 
H ypobromitmenge. 

Ammoniumsulfat (Merck, zur Analyse) wird in Wasser gelést. 
mit Alkohol gefallt, abgenutscht und dieselbe Prozedur mehrmal- 
wiederholt. Der Niederschlag wird im Trockenschrank bei 110° C 
mehrere Stunden lang gehalten, um das Kristallwasser zu_beseitigen, 
und im Vakuumexsikkator tber frischer konzentrierter Schwefelsaure 
aufbewahrt. Von dieser Substanz wird durch genaue Abwagung eine 
0,015 m Lésung hergestellt. Zum Vergleich wurden von dieser Lésung 
je 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 cem genommen und, wie beschrieben, der Verbrauch 
an Hypobromit bestimmt (Tabelle VI). 


Tabelle V1. 





Verbrauchtes Zugesetzte 
ecm Hypobromit ' N-Meng: * 1 
(NHy)o SO, (cem n/100 Mittel : ge Faktor 10° Mitte 
Thiosulfat) mg 


05 | i} Cas 0.21 4.97 

10 | oa | 8,25 0,42 5,09 199 
1b | en | 12,80 0,63 4,92 

20 «=| 14,60 14,46 0,84 (5.81) - 


“ 14.31 
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Wie aus der .Tabelle hervorgeht, bestehen proportionale Ver- 
haltnisse zwischen zugesetzter Ammoniak- und verbrauchter Hypo- 
bromitmenge insofern, daB man richtige Werte fiir NH, erhalt, wenn 
weniger als 2), des zugesetzten Hypobromits verbraucht wird. 


In Gegenwart von mehr N H, ist die verbrauchte Hypobromit menge 
nicht mehr proportional der genommenen N H,-Menge. Selbst in Gegen- 
wart von so viel NH,, daB es theoretisch das ganze Hypobromit ver- 
brauchen kénnte, wird immer etwas Jod abgeschieden. Aber innerhalb des 
genannten Bereichs entspricht die verbrauchte Hypobromitmenge, die 
lcem n/100 Thiosulfat aquivalent ist, 4,99. 10-* mg oder abgerundet 
0.05 mg N. Wenn die Reaktion genau formelgemaB verlaufen wiirde, 
so muBte 1 ccm n/100 Thiosulfat 0,0467 mg N ents prechen. Mit anderen 
Worten reagieren von dem genommenen NH, nur 94°, formelgemaB, 
wihrend die iibrigen 6°,, Nebenreaktion zeigen. Ahnliche Beziehungen 
wurden auch von Hiifner! (95.4%), M. Krogh® (97°,) und van Slyke® 
(96%) gefunden. Da aber innerhalb des genannten Bereichs das Ver- 
haltnis von Haupt- und Nebenreaktion immer dasselbe bleibt, kann die 
Stickstoffmenge genau bestimmt werden. Nach Pohorecka reagierten 
aber von dem genommenen NH, fast 100°, formelgemaB, wenn der 
Faktor der Verfasserin unter den angegebenen Bedingungen genau gilt. 
DaB sich das Verhaltnis unter Umstanden andern kann, ist schon aus 
Tabelle V zu erkennen. Je giéBer der Saurezusatz, desto gréBer wird 
die verbrauchte Hypobromitmenge: der Anteil der Hauptreaktion wird 
namlich gréBer. 


II. Manometrische Bestimmung. 
Reagenzien. 

AuBer den Reagenzien zur jodometrischen Bestimmung von | bis 7 
ist eine alkalische Hypobromitlésung (mit etwa 0,75m Br) nétig. Bei 
dieser Methode ist keine Standardlésung ndétig. 

Die alkalische Hypobromitl6sung wird durch Lésen von 0,6 g¢ Brom 
unter Eiskiihlung in 10cem n NaOH hergestellt. Die Lésung wird im 
Eisschrank aufbewahrt. Sie ist sehr lange haltbar. Wir konnten keinen 
Unterschied finden zwischen der frisch hergestellten und der 46 Tage lang 
im FEisschrank aufbewahrten Lésung. 


Austiithrung. 


Man oxydiert und neutralisiert genau so wie bei der Jodometrie. 
Von der neutralisierten Flis:igkeit werden 2 bis 3ccm (mit 0,06 bis 


* Hiifner, Journ. prakt. Chem. 3. 1. 1871. 
2? M. Krogh, Zeitschr. f. physiol. Chem. 84, 379, 1913 
8’ Van Slyke, 1. ¢. 
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0,25 mg N) in den Hauptraum des GefaBes (kegelférmiges GefaB von un- 
gefahr v = 15 bis 20 ccm), 0,2 cem Hypobromitlésung in den Anhang 
eingefiihrt. Das GefaB wird mit dem Manometer verbunden; bei nach 
auBen offenem Schliff wird das’ GefaB im Thermostat geschiittelt, bis 
die Fliissigkeit mit Luft gesattigt ist. Man schlieBt den Schliff und 
schiittelt weiter, bis Gleichgewicht eintritt. Nach Ablesung wird die 
Losung im Anhang eingekippt, und man schiittelt weiter, bis Gleich- 
gewicht eintritt (ungefahr 15 Minuten). Man liest die Drucksteigerung 
ab. Fir einmalige Messung braucht man gleichzeitig auBer dem Thermo- 
barometer noch einen Blindversuch. Die Temperatur des Thermostaten 
kann zwischen 20 bis 38°C liegen!. 


Rechnung. 

Aus der abgelesenen Drucksteigerung wird der entstandene Stick- 
stoff nach Warburg? berechnet. Der beim Hauptversuch entstandene N, 
betrage X cmm, der beim Blindversuch x cmm, so ist die N-Menge in 
mg nach folgender Formel zu berechnen: 

N = 13,3. 10-4 (X — x). 


Versuchshe is pie le. 
l. Bestimmung des Gesamtstickstoffs des Blutes. 


Kaninchenblut wird 20fach verdiinnt. | cem wird kjeldahlisiert. Nach 
der Neutralisation wird auf 25 cem aufgefiillt. 2 cem werden zum Versuch 


-_ ya 
genommen. Temperatur: 38°C. ay, = 0,0122. 





Blindversuch Hauptversuch 
Hauptraum . . ae : 2,0 cem 2.0 cem 
ee 0,2 eem Hypobromit 0,2 cem Hypobromit 
Flissigkeitsvolumen (cem) . 2. . Up 2,2 Up 2,2 
Gasvolumen (cem) . pene. Pend t Ue 12,79 Ve 14,95 
GefaBkonstante (qmm) . . . es ky = 1,125 Ky 1,815 
N23 Ne 
Drucksteigerung nach Kinkippen 
ET ee ae ee ae en ee h + 0.5 H + 63,5 
Kntstandener No (emm) . ... . ry 0,5 + 1,125 Xx 63,5+ 1.315 
: No N2 
0.6 83.5 


N 13,3 . 10-* (83,5 0,6) 0,110 mq. 
Gesamtstickstoff des Blutes: 


0,110 . 25.20. 100 = 2750 mag-°.. 
9 


' Wir haben nur im genannten Temperaturbereich gearbeitet. 

> , ¢ ™ ° ° ° _ P 

* Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, Julius Springer. 
1926. 
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Bestimmung des Stickstoffs mittels Hypobromit. 


2. Bestimmung des Reststickstoffs des Blutes. 


6 cem enteiweiBtes Filtrat von Hiihnerblut (1: 10) werden kjeldahlisiert 
(zweimal 3 ecm). Nach der Neutralisation wird auf 10 cem aufgefiillt. 3 cem 
werden zum Versuch genommen. 

h - 4.0. H + 44, ky, 1038. Ax, 1,107, zy, 1.2, 

Xn, 48,7, N 13,3 . 10-* (48,7 4,2) A.0592 mq. 

Reststickstoff des Blutes: 

0.0592 10 
. -10- 100 32,8 mq- 
3 6 ’ 


3. Bestimmung des Gesamtstickstoffs des liarns. 


Menschenharn wird fiinfmal verdiinnt. | cem wird kjeldahlisiert. 
Nach der Neutralisation auf 25 cem aufgefiillt. 2 cem werden zum Versuch 
genommen. 


h 0, H + 92, Ky, 1,303, XN, 120. 
N 13,3 . 10-*. 120 0.160 mq. 


Gesamt-N des Harns: 


0,160 


» 


eo. 8. 106 1000 mq- 


Eu pe rimentelles. 
1. EinfluB der Aziditat. 


Um das Verhaltnis zwischen dem entstandenen N, und der Aziditat 
zu priifen, wurden auBer Thermobarometer und Blindversuch drei 
GefaBe genommen, worin je 2ccm 0,0045 m(NH,),SO, eingefihrt 
wurde; auBerdem wurde im GefaB (1) 1 Tropfen n/l0 NaOH und in 
GefaB (3) 1 Tropfen n/10 H,SO, zugesetzt. Der entstandene N, wurde 
gemessen (Tabelle VII). 

Tabelle VII. 





Zusatz 1 Tropfen n/10 NaOH Ohne Zusatz 1 Tropfen n/10 Hy SO, 


Entstandener Ny (emm) 183 18S 216 


Wie aus der Tabelle ersichtlich, ist wie bei der Jodometrie der 
EinfluB des sauren Bereichs viel gréBer als der alkalische. Bei Saure- 
zusatz entsteht mehr N,, der Anteil der Hauptreaktion wird namlich 
groBer. 


2. Beziehung zwischen NH, und entstandener N,-Menge. 


Die Resultate werden in Tabelle VIII angefiihrt. Die Ammonium- 
sulfatlésung wurde genau so hergestellt, wie bei der jodometrischen 
Bestimmung beschrieben. 
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Tabelle VIII. 





cem 0.0045 m N-Menge  Entstandener No : i , . 4 
(NHy}o SO, ein Sues Mittel berechnet ( Faktor X 10 


189,4 
190, 
189.8 


| 95.5 
0,126 93,0 
94.8 
| 48.4 

0.063 47,8 8,2 50.5 95,4 13,1 
48.4 

Mittel 13.3 


In diesem Falle sind, genau wie bei der jodometrischen Bestimmung, 
94°, des gesamten NH, formelgemaB gespalten, wahrend die tbrigen 
6°% Nebenreaktionen zeigen. Da das Verhaltnis von Haupt- und 
Nebenreaktion bei verschiedenen Konzentrationen des NH, immer 
dasselbe bleibt, kann die N-Menge genau bestimmt werden, indem man 
1 cmm N, 13,3 . 10-4 mg N gleichsetzt. 

2 ENE 


3. Vergleich mit dem Mikro-Kjeldahl-Verfahren. 

Um zu prifen, ob die nach oben bestimmten Werte richtige Re- 
sultate zeigen, wurden verschiedene organische, biologisch in Betracht 
kommende Substanzen mit bestimmtem N-Gehalt sowie Blut und Harn 
jodometrisch, manometrisch und nach dem verbesserten Mikro-K jeldahl- 
Verfahren nach Pregl! bestimmt. Die Resultate sind in Tabelle IX 
angefiihrt. Dabei wurde folgendermaBen verfahren. 

1. Harnstoff. Von 428 mg/dl Harnstoff (Merck) (theor. N-Gehalt 
200 mg/dl) wird leem zur Kjeldahlisation genommen. Nach der 
Neutralisation wird auf 25 ccm aufgefillt. Zur jodometrischen Be- 
stimmung werden 5ccem, zur manometrischen Bestimmung 2 ccm ab- 
pipettiert. Fiir Mikro-Kjeldahl wird 1 ccm der Stammlésung genommen. 

2. Harnsdure. Von 300 mg/dl Harnsaure (Merck) (theor. N-Gehalt 
100 mg/dl) werden 2 ccm kjeldahlisiert ; weiter wie bei 1. Fir Mikro- 
Kjeldahl werden 2 ccm der Stammlésung genommen. 

3. Alanin. Von 1270 mg/dl Alanin (Kahlbaum) (theor. N-Gehalt 
200 mg/dl) wird 1cem genommen; weiter wie bei 1. 

4. Kreatinin. Von 269 mg/dl Kreatinin (Merck) (theor. N-Gehalt 
100 mg/dl) werden 2cem genommen; weiter wie bei 2. 


1 H. Lieb, Die Methodik der Fermente (Oppenheimer u. Pincussen) 
1929, S. 226. 
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Tabelle IX. 
Kj: Mikro-Ajeldahl, J: Jodometrie. M: Manometrie. 





mg N in 100 cem Lisung Fehler ** 


berechnet * gefunden 


Kh) 194 
Harnstoff ..... ‘3 200 J 198 
M 195 
Kj 97 
y 9S 
M 100 
K) 194 
OS ee a ee eee ee R 193 
M 195 
Kj 97 
PM Co le eee J 97 
M 96 
Kj 92 


Gietethiom 2. 6k kc J 93 


M 96 


Harnsaure 


hj 155 


Hamoglobin Bik Sr Wet or .6 ‘ J 151 
M 163 


Kj 148 
Kieralbumin........ ~ 200 a 152 
M 150 
A) 2700 
Gesamt-N des Blutes . . . . J 2735 
M 2750 
kK) 
Rest-N des Blutes .... . m 
M 


Kj 1000 


(;esamt-N des Harms ... . mY 1020 
M 1000 


* Reinheit der Substanz vorausgesetzt. 

** Kjeldahlwerte als Standard berechnet 

5. Glutathion. Von 730 mg/dl (Hastman Kodak Company) (theor. 
N-Gehalt 100 mg/dl) werden 2ccm genommen; weiter wie bei 2. 

6. Hdmoglobin. Von 1176 mg/dl (Merck) (theor. N-Gehalt etwa 
200 mg/dl) wird 1 ccm genommen: weiter wie bei 1. 

7. Eieralbumin. Von 1176 mg/dl (Kahlbaum) (theor. N-Gehalt 
etwa 200 mg/dl) wird 1 ccm genommen; weiter wie bei 1. 

8. Gesamtstickstoft des Blutes. Kaninchenblut wurde 20fach ver- 
diunnt. 1lcem wurde kjeldahlisiert: weiter wie bei 1. 
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9. Reststickstoff des Blutes. Von enteiweiBtem Filtrat des Hiihner- 
blutes (1:10) wurden 6ccem kjeldahlisiert. Nach der Neutralisation 
auf 10cem aufgefillt. Zur jodometrischen Bestimmung wurde die 
ganze Menge genommen, zur manometrischen 3cem. Fir Mikro- 
Kjeldahl wurden 6ccm Filtrat benutzt. 

10. Gesamtstickstoff des Harns. Menschenharn wurde fiinffach ver- 
diinnt. 1 cem wurde kjeldahlisiert. Nach der Neutralization auf 25 cem 
aufgefillt. Zur jodometrischen Bestimmung wurden 6 cem, zur mano- 
metrischen 2cem genommen. Fiir Mikro-Kjeldah] wurden 2 ccm ver- 
dinnter Harn benutzt. 

Wie ersichtlich, stimmen die gemessenen Werte innerhalb de: 
Fehlergrenze von ungefahr 5°, mit den Mikro-Kjeldahl-Werten tiberein. 
Man erkennt daraus, daB alle biologisch in Betracht kommenden N- 
haltigen Substanzen durch die oben beschriebenen Verfahren geniigend 
genau bestimmt werden kénnen. 
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Untersuchungen iiber das Hefefett. I. 


Ve mn 
Gertrud Weiss. 


(Einge gangen am 18. Oktober 1931.) 


Vor einigen Jahren haben Nord und Schweitzer! wahrscheinlich 


gemacht, daB die physiologische Wirksamkeit des Chaulmoograéls mit 


der optischen Aktivitat parallel geht. Stoffwechselversuche, die mit 
stufenweise katalytisch hydrierten® Chaulmoogradlen durchgefiihrt 
wurden, wiesen darauf hin, daB ihre Giftigkeit mit zunehmende1 
tacemisierung abnahm. 

Im Rahmen einer gréBeren Reihe von Untersuchungen itiber 
physikalisch-chemische Vorgainge an der Hefezelle® habe ich, auf Ver- 
anlassung von Herrn Nord und in standiger Verbindung mit ihm, 
Untersuchungen tber den Zusammenhang zwischen therapeutischer 
Wirksamkeit und chemischer Zusammensetzung des Hefeinhaltes in 
Angriff genommen. Aus den Beobachtungen von Hinsherg und Roos# 
bzw. Smedley MacLean und E. M. Thomas® war es bekannt, dab die 
therapeutische Wirkung der Hefe auf ihren mehr oder weniger schwan- 
kenden Fettgehalt zuriickzufiihren sein diirfte. Wollte man also an 
dieser Kenntnis festhalten und Wege finden, deren Verfolgung zu 
einer Verénderung der quantitativen Zusammensetzung der Bestand- 
teile der Hefe fiihren sollten, so war es naheliegend, einen Versuch zu 
machen, diejenigen biologischen und chemischen Bedingungen zu 
erforschen, die geeignet sein kénnten, die Zusammensetzung der Hefen- 
bestandteile und vornehmlich der Fette zu beeinflussen. 


' F.F. Nord u. G.G. Schweitzer, diese Zeitschr. 156, 269. 1925. 

2 Dieselben, Zeitschr. f. angew. Chem. 838, 21, 1925. 

3 Vol. z. B. S. Mahdihassan, diese Zeitschr. 226, 203, 1930. 

* O. Hinsberg u. E. Roos, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88, 1, 1903, 

5 J. Smedley Mac Leanu. E. M. Thomas, Biochem. Journ. 14, 483, 1920. 
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Auf Grund der Uberlegungen von Witzemann! lassen sich ungefahre 
Schaétzungen von der Haufigkeit biogener Fettséuren in der Natw 
aufstellen. Sauren der C,,-Reihe kommen demnach in natirlichen 
Fetten am haufigsten vor, es schlieBen sich dann an Sauren der C,-, 
Cyo-, Cog- und Cyp-Reihe, wahrend z. B. Fettséuren mit den Atom- 
zahlen Cg, Cyo, Cog, Cog viel seltener sind. 

Als Grundlage der biologischen Beeinflussungsversuche mubte 
naturlich die genaue Kenntnis der Zusammensetzung der Fette dienen. 
wortuber zum Teil im nachfolgenden berichtet werden soll mit der Mab- 
gabe, daB der Nachweis der Anwesenheit eines auf Grund friiherer Unter- 
suchungen von Neuberg und Rosenberg? zu vermuten gewesenen Bestand- 
teiles bereits in einer wahrend der Niederschrift dieser Aufzeich- 
nungen erschienenen Mitteilung? vorweg genommen ist. 

Soweit uns bekannt, hat die starkste physiologische Wirksamkeit 
auf den Darm neben der Croton: dure die Ricinol:aure, eine ungesattigte 
Oxy:aure. Es lag also nahe, auf Bestandteile ahnlicher Konstitution 
zu fahnden, um so mehr, als gesattigten, nicht oxydierten Fettséuren 
von C, bis C,, eine physiologische Wirksamkeit auf den Darm nicht 
zukommt. 

Experimenteller Teil. 

Das zur Untersuchung verwendete Fett (etwa 1000 g) war ein 
schwarzes, stark wasserhaltiges, nach EiweiBverbindungen riechendes 
Material, das beim Verseifen mit alkoholischer Kalilauge einen durch- 
dringenden, sehr unangenehmen Amingeruch annahm. Die Amine 
wurden, nach Uberfiihrung der Fettsauren in Magnesiaseifen, durch 
Wasserdampfdestillation entfernt. Der aminfreie Riickstand wurde 
mit Schwefelsdure angesaéuert und zur Abtrennung der fliichtigen 
Fettsauren einer neuen Wasserdampfdestillation unterworfen. Nach 
dem mir zuganglichen, im Juli 1930 zur Veréffentlichung bestimmt 
gewesenen Urmanuskript von Wetchherz, Merldnder und Nord dei 
in der FuBnote® erwahnten Abhandlung, wurde in den fliichtigen 
Fettsauren des Hefefettes eine optisch-aktive, rechtsdrehende Valerian- 


1 E. J. Witzemann, Journ. physic. Chem. 25, 55, 1921. 

2 (', Neuberg u. E. Rosenberg, diese Zeitschr. 7, 178, 1907. 

3 Ebendaselbst 239, 21, 1931. Gelegentlich seines Berliner Besuche 
im April/Mai 1929 hat mich der Vertreter der Standard Brand Inc., New 
York, aufgefordert. Untersuchungen itiber Ursachen und Steigerungs 
moéglichkeit der therapeutischen Wirkung der Hefe anzustellen. Zu meiner 
persOnlichen Verfiigung wurden Forschungsmittel gestellt, aus welchen ich 
Besoldungen und Sachausgaben zu bestreiten in der Lage war. Bis zum 
Friihjahr 1930 war auBer den Herren Ingenieur-Chemiker J. Weichher: 
und cand. phil. R. Merldnder auch Fraulein LL. Schierbawm an der Be- 
arbeitung beteiligt. F. F. Nord 
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séure gefunden. Zur Erhartung dieser bisher unbekannten Angabe 
wurden die durch Ansduern mit Phosphorsaure frei gemachten, in 
Ather aufgenommenen und darauf vom Lésungsmittel — befreiten 
fliichtigen Fett: auren, die sehr stark und anhaftend nach Baldrian rochen, 
bei 20 mm Druck bis 110° abdestilliert. Die Ausbeute betrug etwa 5,0 g. 
Das in Benzol geléste Destillat von 0,5 g wurde auf optische Aktivitat 
untersucht. Gefunden wurde eine Drehung von [a];, = 9,5°. Das 
Vorhandensein einer optisch aktiven, fliichtigen Fett-aéure im Hefefett 
ist also auch hier beobachtet mit der Einschiaénkung, daB es sich ver- 
mutlich um ein Gemisch der optisch-inaktiven Isovaleriansaéure (Iso- 
propylessig:aure) und der optisch-aktiven Isovalerianséure (Methy]l- 
athylessigsaure) handelt. 

Die von den flichtigen Fettsauren befreiten Séuren wurden er- 
<chépfend mit Ather ausgeschiittelt, nachdem das Sauerwasser zuvor 
mit festem Kochsalz gesattigt worden war. An den Wandungen des 
Scheidetrichters scheiden sich dabei schmierige, schwarze Massen ab, 
wie sie bei stark oxy:aurehaltigen Fetten (dunkle Trane, geblasenes 
Lein6l) auftreten. Diese Massen sind in Ather, Benzol usw. unléslich, 
leicht léslich dagegen in Alkohol. Ein Entfarben der sehr dunklen 
alkoholischen Lésung und eine Aufhellung des schwarzen, schmierigen 
Riickstandes gelang auch nach wiederholtem Kochen mit Bleich- 
pulver und Kohle nicht. 

Aus dem sehr dunklen, vom Ather abgezogenen Saurewasser 
konnten nach Neutralisieren mit festem Natriumcarbonat und Ein- 
dampfen zur Trockne mit Alkohol etwa 160g einer braunlichen, 
transparenten, seifenartigen Substanz isoliert werden, die in Wasser 
sehr leicht léslich ist. Durch An:aiuern mit Mineral-;aure konnte aus 
dieser Lésung aber nur etwa 10g einer flockigen, schwarzbraunen, 
in Ather und Benzol unléslichen, in Alkohol leicht léslichen Substanz 
ausgefallt werden, vermutlich eine stark oxydierte Saure, deren 
Reinigung und Identifizierung sich zurzeit im Gange befindet. 

Nach Entfernen der unverseifbaren Bestandteile (15,6°,) wurden 
die Fettsauren (29,2%), die als dunkle, dicksalbige Massen vorlagen, 
in die Methylester iibergefiihrt. Den in Ather aufgenommenen Estern 
wurde ein nichtveresterter Anteil durch Waschen mit alkoholischer 
Kalilauge nach dem Verfahren von Wolff und Scholze entzogen. Die 
nicht veresterten Séuren wurden einer zweiten Veresterung unterworfen, 
das in Ather aufgenommene Produkt in gleicher Weise mit alkoholisches 
Lauge séurefrei gewaschen; die atherischen Lésungen der Methylester 
wurden vereinigt und vom Lé:ungsmittel befreit. 

Die der Veresterung nicht zuganglichen Fettsduren sind fast 
schwarz, spréde, glashart, in der Konsistenz Kolophonium ahnlich. 
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Ihre Verseifungszahl betragt 205, ihre Jodzahl (nach Hanus) 69,8 
Die Fettsauren wurden acetyliert, wobei sich ein Teil als schwarze 
Klumpen ausschied. Die acetylierten Fettsauren wurden von diesem 
Riickstand befreit ; ihre Verseifungszahl betrug 258, die Verseifungszah| 
der aus dem acetylierten Produkt durch Verseifung wieder frei gemachten 
urspriinglichen Fettsauren 180, die Jodzahl dieser Fettséuren 50: 
fur die Hydroxylzahl errechnet sich damit ein Wert von 78. Die Kon- 
stanten sprechen fiir das Vorhandensein einer ungeséttigten Oxysaure 
mit einem mittleren Molekulargewicht von 312. 


Die Methylester wurden im Hochvakuum bei 0,1 mm_ Druck 
destilliert. Die bis 240° iibergehenden, wasserhellen bis gelben Ester 
wurden fiir die weitere Untersuchung zurtickgelassen. Die Destillation 
wurde bis 297° fortgesetzt und dann wegen Auftretens dunkel gefarbter 
Zersetzungsdampfe abgebrochen. Das Destillat 240 bis 297°, eine 
dunkelgelbe bis braune, feste Substanz, wurde mit alkoholischer Kali- 
lauge aus der Vorlage herausgelést und verseift. Nach dem Abdunsten 
des Alkohols wird die Seife in Wasser aufgenommen und die wasserige 
Lésung ausgeathert. Dabei bilden sich drei Schichten: die ober« 
atherische Schicht, die dunkelbraun gefarbt ist und die unverseifbaren 
Bestandteile der hohen Fraktion enthalt, eine hellbraune, wasserige 
Schicht, die die in Wasser leicht léslichen Seifen der Fettsauren enthalt, 
und zwischen beiden eine weibe feste Zwischenschicht, die weder vom 
Wasser noch vom Ather aufgenommen wird. 

Die obere atherische Schicht enthielt 8,60 g unverseifbare Be- 
standteile, die selbst nach mehrstiindigem Verseifen mit alkoholische: 
Lauge unverandert blieben. Da es sich somit um Saéureanhydride nicht 
handeln kann, urspriinglich vorhandene Alkohole schon vor der Ver- 
esterung entfernt waren, so ware vielleicht zu vermuten, daB sich 
wahrend der Destillation Ketone gebildet hatten. 


Die Zwischenschicht wurde auf ein Filter gebracht und getrocknet 
In trockenem Zustande ist sie blatterig, ahnlich wie Stearinseife. In 
Wasser ist sie unléslich, nach dem Zerkochen mit verdiinnter Salzsaure 
wird sie von Ather langsam aufgenommen. Die nach dem Verdunsten 
des Athers zuriickbleibenden Fettsauren sind weiB, fest, schén kristalli- 
siert. Es konnte eine Menge von 0,8 g isoliert werden. Sie wurden 
aus Alkohol mehrfach umkristallisiert, wobei sie das Lésungsmitte! 
stark okkludierten, das ihnen aber durch scharfes Absaugen entzogen 
werden konnte. Der Schmelzpunkt betrug nach dem Umkristallisieren 
88,5°, die durch Titrieren mit alkoholischer Lauge aus einer Mikro- 
biirette ermittelte Verseifungszahl 148, was einem mittleren Molekular- 
gewicht von 379 entspricht. Diese Daten lassen auf das Vorhandensein 
einer Fettséure der Atomzahl C,, schlieBen. 
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Aus der wasserigen Seifenschicht konnten 6,568 g Fettsiuren von 


brauner Farbe und lederartigem Geruch gewonnen werden. Sie sind 
fest, kristallinisch, ihr spezifisches Gewicht ist > 1. Ihre Verseifungs- 
zahl betragt 162, die Jodzahl (nach Hanus) 71,7, die Hydroxylzahl 73. 
Das Vorhandensein einer ungesattigten oxydierten Fettséure mit dem 
mittleren Molekulargewicht 346 ist aus diesen Konstanten  wahr- 
scheinlich gemacht. 

Zusammenfassend |aBt sich sagen, daB das Vorkommen oxydierter 
Fettsduren in verschieden hohen Oxydationsstufen, sowie das Vor- 
kommen hochmolekularer, ungesattigter Oxysiuren nach den obigen 
Befunden als erwiesen gelten kann. 

Die Fortfiihrung der Arbeit in biologischer und chemischer 
tichtung behalte ich mir vor. 


Biochemische Zeitschrift Band 243. 





Uber das Auftreten von Phenolderivaten im Harne und deren 
quantitative Auswertung auf Grund der Millonschen Reaktion. 


Von 


Otte Fiirth und Rudolf Scholl. 
(Aus dern Medizinisch-Chemischen Institut der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 19. Oktober 1931.) 


1. Einleitung. 


Die vorliegenden Untersuchungen sind durch eine Mitteilung 
von E. Scheiner! aus der psychiatrischen Klinik in Florenz veranlaBbt 
worden. Dieser hat bei mehr als 100 Fallen von Amentia und Alkohol- 
psychosen (besonders bei Delirium tremens) das Auftreten einer inten- 
siven Millonschen Reaktion im Harn festgestellt. Am besten wurde 
diese Reaktion bei zehnfach verdiinntem Harn angestellt; bei dieser 
Verdiinnung gibt der Harn normaler Individuen keine Rosafarbung. 
In pathologischen Fallen kénnen aber Harne selbst nach 100facher 
Verdiinnung noch eine Millonsche Reaktion geben. Diese wurde am 
besten nach dem Vorgang von M. Weiss? mit Mercurisulfat und 
Natriumnitrit angestellt. 

Das Chromogen fand sich in einer Harnfraktion, die nach Beseitigung 
der mit neutralem und basischem Bleiacetat fallbaren, mit Wasserdampf 
fliichtigen und atherléslichen Substanzen resultierte. Auch durch Kochen 
des Harns mit Blutkohle und Ausschiitteln der abgetrennten Kohle mit 
Aceton konnte die Millon-Fraktion abgetrennt werden.  Beziiglich der 
Eigenschaften der Substanz wurde folgendes ermittelt: Sie war léslich 
in Wasser und verdiinnten Alkalien, Alkohol und Aceton, unléslich in 
Ather, Benzol und Petrolither; sie war fallbar mit ammoniakalischem 
(nicht aber mit basischem) Bleiacetat, mit Mercuriacetat und mit Phosphor- 
wolframsaure, nicht aber durch Bromwasser ; auch war sie in der mit Silber- 
nitrat unter Zusatz von Baryt fallbaren sogenannten ,,Histidinfraktion* 
des Harns enthalten. Sie gab die Millon-Reaktion unter Abscheidung 
eines ziegelroten Niederschlags, die Diazoreaktion nach Pauli, die Reaktion 


1 E. Scheiner, diese Zeitschr. 204, 361, 1928; vorlaufige Mitteilung in 
Riv. di Pat. nerv. e ment. 32, 1927, H. 4. 
2 M. Weiss, diese Zeitschr. 97, 170, 1910. 
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nach Folin-Denis, die Ninhydrinreaktion und die Xanthoproteinreaktion ; 
Ehrlichs Reagens gab beim Erhitzen eine rote Farbung, Permanganat, 
Ferricyankalium und ammoniakalische Silberlésung wurden reduziert. 
Charakteristisch ist die Empfindlichkeit der Substanz gegeniiber Mineral- 
siuren: Beim Erhitzen mit Mineralséuren trat sofort, in der Kalte langsam 
ein rotes Zersetzungsprodukt au?. Bei Destillation mit konz. Salzséure 
wurde ein Destillat erhalten, das deutliche Phenolreaktion (mit Millon, 
Bromwasser, Eisenchlorid und Folin-Denis) gab. 

Die Befunde Scheiners sind von S. Gulotta! an der psychiatrischen 
Klinik von Catania bestatigt und erweitert worden. Dieser fand bei 
Amentia und Dementia praecox eine bedeutende Zunahme von ver- 
schiedenen zyklischen Komplexen im Harn (,,Aromaturie‘). Die Kom- 
plexe wiesen Phenol- bzw. Indolreaktionen auf. Durch Atherextraktion 
des durch Kochen mit 4° ,iger Schwefelséure hydrolysierten Harnes 
von Amentiakranken konnte p-Cumarsdure, C,H,(OH)CH = CH 
— COOH, gewonnen werden. Diese Séiure scheint einem Bestandteil 
der sogenannten ,,Antoxyproteinsdurefraktion“ des Harns zu _ ent- 
stammen. 

Edith Klemperer® erhielt bei Untersuchung zahlreicher Patienten 
der von Potzl geleiteten Wiener psychiatrischen Klinik mit Millon- 
Reagens bei 26 Fallen von Dementia pracox positive Reaktionen in 
der Kalte; aber auch zw6lf Neurosen, vier Melancholien und eine Manie 
gaben derartige Befunde. 

Lieb und Schadendor{* hielten die nach den Angaben von Scheiner aus 
dem Harn von Geisteskranken isolierbaren Kristalle fiir Natriumacetat. 
».Die von Scheiner beobachtete stark positive Millon-Reaktion ist nur auf 
die den noch nicht vollig gereinigten Natriumacetatkristallen anhaftenden 
braunen, schmierigen Beimengungen zu beziehen.** 

Auf die umfangreiche Altere Literatur tiber das Vorkommen 
von Oxyphenylderivaten im Harn braucht hier nicht eingegangen zu 
werden*. AuBer dem T'yrosin, dem Phenol und Kresol kommen von 
Sauren insbesondere die p-Oxyphenylpropionsdure, p-Oxyphenylessig- 
sdure und die p-Oxybenzoesdure in Betracht, ferner die p-Oxyphenyl- 
milchsdure und die p-Oxyphenylbrenztraubensdure, welche sich simtlich 
vom Tyrosin ableiten. In jiingster Zeit hat Grace Medes® (Minnesota) 
unter dem Schlagwort ,,Tyrosinurie“ oder ,,Tyrosinose“ auf das Auf- 


1 S. Gulotia, diese Zeitschr. 218, 472, 1930; Riv. di Pat. nerv. e. ment. 
34, 852, 1929. 

2 E. Klemperer, Jahrb. f. Psychiatrie 47, H. 1. 

3 H. Lieb u. Schadendorf, Zeitschr. f. physiol. Chem. 184, 108, 1929. 

* Vgl. diesbeziiglich: Ellinger im Harnhandb. v. Neubauer- Vogel, S. 842 
— 848, 1913; Neuberg, Der Harn 2, 501— 502, 1911; Hoppe-Seyler-Thier- 
jelder, Analyse, 9. Aufl., S. 296, 1924. 

5 Grace Medes, Journ. of biol. Chem. 87, X —XIII, 1930. 
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treten derartiger Sauren neben Dioxyphenylalanin im menschlichen 
Harn hingewiesen. 

Die Angaben iiber das Auftreten von T'yrosin im Harn bei akuter, 
gelber Leberatrophie und bei Phosphorvergiftung sind allbekannt. Charak- 
teristische Aggregate von Tyrosinkristallen in Gestalt von Biischeln und 
Garben sind vielfach beobachtet worden. H.Eppinger! bezeichnete die 
Millon-Reaktion im Harn gleichsam als qualitative Probe, ob viel oder 
wenig Aminoséuren durch den Harn ausgeschieden werden. Mohr hatte 
schon im Jahre 1906 angegeben, daB an Aminoséuren reiche Harne von 
Diabetikern stets starke Millon-Reaktion geben. Lepehne und Baudisch* 
fanden die Reaktion unter 56 Fallen von Leberst6rungen nur 16mal positiv 
(Dunkelrot- oder Rotfairbung), Rosafarbung nur bei 32°, der Leber- 
gesunden. Schumm und Pappendieck*® vermochten selbst bei akuter gelher 
Leberatrophie nicht in der iiblichen Weise Tyrosin im Harn nachzuweisen. 
Scheiner hat in fiinf Fallen mit besonders starkem Harn-Millon vergebens 
auf Tyrosin gefahndet. <Asperger* (Klinik Chvostek, Wien) hat Tyrosin 
im Harn bei Fallen von Lungengeschwiilsten aufgefunden. Er weist darauf 
hin, daB (nach Sahli u.a.) Tyrosin im Harn auch bei Typhus, Variola. 
Animia perniciosa, Leukémie, also bei schweren Kachexien, sowie nach 
lange dauernden Chloroformnarkosen auftreten kann. 


Man wird die im Harn auftretenden Phenolderivate in drei Gruppen 
einteilen kénnen: 1. Solche, welche, wie das Phenol und das Kresol, 
mit Wasserddmpfen fliichtig sind (dort, wo es sich um gepaarte Schwefel- 
siuren oder Glukuronsiuren und dergleichen handelt, wurden die 
Phenolk6rper erst durch vorangegangene Hydrolyse in Freiheit gesetzt). 
Die mit Wasserdampfen nicht fliichtigen phenolischen Substanzen 
zerfallen wiederum in solche, welche 2. aus saurer Liésung mit Ather 
extrahiert werden kénnen® (hierher gehéren alle die vorerwahnten 
Sauren, welche sich vom Tyrosin durch bakterielle Spaltung® oder durch 
Veranderung seiner Seitenkette im intermedidren Stoffwechsel ableiten). 


1 H. Eppinger 1m Handb. v. Kraus-Brugsch 6, 1923, zitiert nach 
Lepehne u. Baudisch, 1. ¢. 

2G. Lepehne u. Hedwig Baudisch, Klin. Wochenschr. 1923, Nr. 51, 
S. 2313. 

3 Schumm u. Pappendieck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 121, 1, 1922. 

4 H. Asperger, Wiener klin. Wochenschr. 1930, S. 1281. 

5 So hat bereits Bawmann seinerzeit die p-Oxyphenylessigséure und 
die p-Oxyphenylpropionséure in der Weise abgetrennt, da8 er den mit 
Salzsiure angesaduerten Harn 1 Stunde lang am siedenden Wasserbad 
erhitzt hat, wobei die Hauptmenge der fliichtigen Phenole entweicht : 
nach dem Erkalten wurden die genannten Saéuren mit Ather ausgeschiittelt. 
In ahnlicher Weise hat Kotake die Oxyphenylmilchsaure aus dem Harn 
nach Phosphorvergiftung isoliert. Nach Ellinger ist die Oxyphenylpropion- 
siure mit iiberhitztem Wasserdampf in Spuren fliichtig. 

® Vgl. diesbeziiglich: J. J. Graham-Brown, Edinburgh med. Journ. 24. 
71, 1920; Ronas Ber. 1, 281; K. Hirai, diese Zeitschr. 114, 71, 1921; C. P. 
Sherwin, Journ. of biol. Chem. 36, 309, 1918. 
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Es bleibt dann aber noch eine Gruppe phenolischer Substanzen iibrig, 
welche weder mit Wasserdampfen fliichtig, noch atherléslich sind. 
Hierher gehéren, auBer dem T'yrosin als solchem, auch jene hochmole- 
kularen, wenig definierten EiweiBabkémmlinge, welche man unter 
der Gruppenbezeichnung ,,Oxyproteinsduren“ zusammenzufassen pflegt 
und welche auch an der Diazoreaktion des Harns mitbeteiligt sind. 
Auch das Scheinersche Chromogen gehért hierher. 

Uber die Bedingungen, unter denen diese verschiedenen Gruppen 
phenolischer Substanzen im Harn auftreten, ist nur weniges bekannt. 
Als ursichliche Momente treten hervor: a) gesteigerte EiweiBfdulnis im 
Darm; b) Stérung der Leberfunktion (wie sie bei der akuten gelben 
Leberatrophie und der Phosphorvergiftung im héchsten Mae vor- 
handen ist); ¢) gesteigerter Protoplasmazerfall im lebenden Organismus. 

Ahnliche Gesichtspunkte gelten auch fiir die Anhaufung aromatischer 
Oxysduren im Blute, wie sie insbesondere von E. Becher’ eingehend 
studiert worden ist. 

Es ist klar, daB ein tieferes Verstindnis derartiger Zusammen- 
hinge, wie es insbesondere von klinischen Gesichtspunkten aus in 
hohem MaBe erwiinscht ware, ein quantitatives Erfassen der verschiedenen 
Kategorien phenolischer Substanzen, wie sie im Harn auftreten, zur Voraus- 
setzung hat. Die Lésung dieses Problems erschien uns aussichtsvoll 
genug, um uns daran heranzuwagen, insofern es seinerzeit dem einen® 
von uns (gemeinsam mit W. Fleischmann und A. Fischer) gelungen 
war, den T'yrosingehalt von Proteinen mit Hilfe der Millonschen Reaktion 
mit einer fiir physiologische Zwecke villig ausreichenden Genauigkeit 
zu ermitteln. 


Wir gehen nunmehr an die Erérterung unserer Versuche. 


2. Versuchsmethoden zur Bestimmung der Harnphenole. 
1. Prinzip. 

Es bietet keine besonderen Schwierigkeiten, jenen Anteil der 
Harnphenole, der mit Wasserddimpfen fliichtig oder der aus saurer 
Lésung mit Ather extrahierbar ist, nach dem erwahnten Verfahren 
von O. Fiirth und A. Fischer auf Grund der Millon-Reaktion kolori- 
metrisch auszuwerten. Der Versuch aber, jenen Anteil der Harnphenole, 
welcher weder mit Wasserdimpfen fliichtig, noch mit Ather extrahierbar 
ist, zu erfassen — und es scheint, daB gerade dieser Anteil besonderes 


1 E. Becher, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 145, 333, 1924; 148, 159, 1925; 
Miinch. med. Wochenschr. 1925, S. 2009; Zeitschr. f. klin. Med. 104, 29, 
1926; Hara, Acta scholae med. Kioto 1, 425, 1920. 

2 O. Firth u. A. Fischer, diese Zeitschr. 154, 1, 1924; O. Firth u. 
W. Fleischmann, ebendaselbst 127, 137, 1922. 
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pathologisches Interesse bietet — stieB auf sehr erhebliche methodische 
Schwierigkeiten, da schon die normalen Harnbestandteile die Millon- 
Reaktion in weitgehendem MaBe stéren: Es ist dies auch ohne weiteres 
verstindlich, wenn man sich z. B. vergegenwartigt, daB die salpetrige 
Saure, welche ja fiir die Millon-Reaktion notwendig ist, sich in bekannte1 
Weise mit Harnstoff umsetzt. Es bedurfte zeitraubender Versuche 
und zahlreicher Fehlschlage, um diese Schwierigkeiten schlieBlich zu 
tiberwinden. Als fruchtbar erwies sich die Idee, den Harn zunachst 
mit einem Alkohol-Athergemenge unter Zusatz von Atzbaryt in de: 
gleichen Weise zu fallen, wie dies bei der Harnstof/- Bestimmungsmethod: 
nach Morner-Sjéquist iiblich ist. Dabei bleibt bekanntlich neben anderen 
Bestandteilen der ganze Harnstoff in Lésung und man wird so diesen 
fiir die Millon-Reaktion stérendsten aller Harnbestandteile los, wihrend 
sich z. B. Tyrosin und phenolhaltige Oxyproteinséuren im barythaltigen 
Niederschlag finden. Auch die Barytsalze gepaarter Phenole kénnen 
mit ausfallen. Dieser Niederschlag wird sodann mit Schwefelsaiure 
zersetzt, die Lésung weiterhin mit Phosphorwolframsaure von stéren- 
den gefarbten Bestandteilen, sodann durch Chininlésung von PWS. 
und durch Natronlauge von Chinin befreit. Es resultiert schlieBlich 
eine fast farblose Lésung, welche die Millon-Kolorimetrie in einwand- 
freier Weise gestattet. Dabei wird die Millon-Farbung nicht durch 
Erwarmen, vielmehr durch 3/,stiindiges Stehen bei Zimmertemperatu: 
zur Entwicklung gebracht. 


2. Ausfiihrung. 

50 ccm des zu analysierenden Harns werden mit 15g reinsten. 
gepulverten Atzbaryts und mit 1 Liter eines Gemenges von 2 Teilen 
Alkohol und 1 Teil Ather versetzt. Man laBt den Niederschlag absitzen, 
dekantiert nach 1/, Stunde und sammelt den Niederschlag auf einem 
Nutschfilter. Dieser wird durch Suspension in 25 ccm 10° ,iger Schwefel- 
sdure zerlegt, das Bariumsulfat abfiltriert, das gefarbte Filtrat ab- 
gemessen und durch Zusatz von 3/, bis 2ccm einer 20° igen Lésung 
von Phosphorwolframsdure gefallt. Es wird filtriert und ein aliquoter 
Teil des Filtrats mit einem Uberschu8 2°iger Lésung von Chinin- 
chlorhydrat gefallt. Der Niederschlag wird abfiltriert; ein aliquoter 
Tei! des Filtrats zur Beseitigung des Chininiiberschusses mit Ajeldahl- 
Lauge vorsichtig gefallt und neuerlich filtriert. Ein aliquoter Teil 
des Filtrats wird mit 50°,iger Schwefelsdure angesauert. Nunmehr 
wird die Kolorimetrie derart vorgenommen, daB 5 ccm der Flissigkeit 
mit leem Millonschem Reagens versetzt werden. (Das Millonsche 
Reagens wird durch Auflésen von 1 Gewichtsteil metallischen Queck- 
silbers in 2 Gewichtsteilen Salpetersiure vom spez. Gew. 1,42 und nach- 
tragliches Verdiinnen mit dem doppelten Volumen Wasser gewonnen.) 
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Man laBt 3/, Stunden bei Zimmertemperatur stehen und nimmt, 
nachdem man einen etwa ausfallenden Niederschlag durch ein trockenes 
Filter beseitigt hat, die Kolorimetrie vor, wozu wir uns eines Bioklett- 
Kolorimeters bedienten. Als Stendardlésung diente eine 0,1 °%,ige Lésung 
von Tyrosin in 5°,iger Schwefelsiure. Davon wurden 5 ccm mit 1 cem 
Millon-Lésung versetzt. Die Farbung entwickelte sich langsam im 
Laufe von %/, Stunden. 


3. Beispiel einer Berechnung. 
50 cem Harn gefallt mit Baryt + Alkohol + Ather; der Niederschlag 
wird ar in 25cem H,SO, 10° ig. 
25ecem der Lésung entsprec ae . . - 50 cem Harn 
Filtriert, vom Filtrat 20 ccm abgemessen, entspre chen . 40 
dazu 1,5cem PWS., d. i. 21,5cecm, entsprechen 40 


Filtriert. vom Filtrat 18 cem abgemessen, entsprechen . 33,5. ., - 
dazu 2cem Chininlésung: 20 cem, entsprechen 33,5. ,, % 
Fiitriert, davon 14 ccm abgemessen, entsprechen . . . . 23,5 
dazu 1 cem Kjeldahl-Lauge, d.i. 15 cem, ent- 
sprechen .. . os +: aw 
Filtriert, vom Filtrat dhgemnendn 13.ce m, , caegeel then =. 20,4 


dazu leem 50° ig. H,$ saa d.i. 14cem, ent- 
sprechen ; . 20,4 
Davon zur Kolorimetrie 5 cem, ‘entspreche is a aoe 

Die Standardlésung (0,1°,) enthaélt in 5cem 0,005 g Tyrosin. 

Die Standardlésung erweist sich bei der .Millon-Kolorimetrie kon- 
zentrierter als die zu untersuchende Lésung, derart, daB einer Schichten- 
dicke von 10mm der Standardlésung eine Schichtendicke von 16mm 
der Probe entspricht. Also «©: 5mg 10: 16 

c 3,12 mg, 
d. h. also: 7,3 cem des Harns enthalten 3,12 mg Tyrosin, 100 cem des Harns 
enthalten 42,8mg Tyrosin oder: der Harn enthalt 0,0428°, oder rund 
0.043°., Tyrosin. 

Es handelte sich um einen Zusatzversuch: der Harn war mit 0,050°, 
Tyrosin versetzt worden. Statt dessen waren 0,043 °,., wiedergefunden worden. 


4. Normaler menschlicher Mischharn ergab bei diesem Vorgang deutliche, aber 
nicht kolorimetrierbare Spuren einer phenolischen Substanz in der nach M6rner- 
Sjéquist fallbaren Harnfraktion. 

Zusatzversuche von Tyrosin zu normalem Harn. 

a) Gefunden 0,010°, Tyrosin statt 0,010°% 


b) Pe 0,027 % o »  0,030% 
c) oo 0,043 °” ES . 0,050°. 
d) 0, 065%, an . O,070°. 


Atherlésliche Phenolfraktion des normalen Menschenharns. 
1 Liter Mischharn wurde mit Schwefelsiure soweit angesduert, 
bis Kongopapier eben deutliche Blaufarbung aufwies. Sodann wurde 
er im Vakuum bei 35 mm Druck und bei einer 30° nicht iibersteigenden 
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Temperatur im Stickstoffstrom (Bombe mit Reduzierventil) bis auf 
etwa 100 ccm eingeengt, in einen Scheidetrichter tibertragen und mit 
je 25 ccm Ather zweimal ausgeschiittelt. Die abgetrennte Atherschicht 
wurde zweimal mit Wasser gewaschen, sodann mit wenig 10°,iger 
Natronlauge ausgeschiittelt, die wasserige Schicht mit 50°,iger 
Schwefelsdure angeséuert, durch kurzes Aufkochen mit einer Messer- 
spitze Tierkohle entfarbt und der Millon-Kolorimetrie unterworfen. 
Als Standardlésung diente auch hier eine 0,1°,ige Tyrosinlésung in 
5°% iger Schwefelsaure. Wir fanden so in der atherléslichen Phenol- 
fraktion dreier normaler Laboratoriums-Mischharne : 


0,0049 %, mn 
, | Phenol (als Tyrosin berechnet ) 


0.0043 °,, ai 
0.0050°, Mittel 0,0047°, 


wobei sorgfaltig darauf geachtet werden muBte, daB keiner der Harn- 
spender etwa ein Medikament wie etwa Salicylsdure oder ein Salicylat 
zu sich genommen habe. 

Um die VerlaBlichkeit der Methode zu prifen, wurden Zusatz- 
versuche mit salicylsaurem Natron vorgenommen, wobei eine 1° ige 
wasserige Lésung von Natriumsalicylat als Standardlésung diente. 

Wir fanden statt 


a) 0,005% . . . 0,009° i b 0.004%, 
b) 0.020%, . . . 0,027, oder mit Korrektur fiir | 0,022, 
c) 0.040% . . . 0,044, den Gehalt des Harns 0.039% 
d) 0,050% . . . 0,055% | an atherléslichem Phenol 0.050%, 


Ferner bei Zusatz von Tyrosin + salicylsaurem Natron zum Harn 
fanden wir: 
a) Tyrosin 0,035°, statt 0,040°, und salicylsaures Na korr. 0,039°, 
statt 0,040°,. 
b) Tyrosin 0,027°, statt 0,030°, und salicylsaures Na korr. 0,031°, 
statt 0,030°,. 


3. Uber die quantitative Indikanbestimmung im Harn. 

In weiterer Verfolgung unserer Studien tiber Aromaturie mubten 
wir uns naturgemaB die Frage vorlegen, ob und inwieweit ein Parallelis- 
mus besteht zwischen dem Auftreten von Phenolsubstanzen im Harn 
und der Ausscheidung des Harnindikans, welche bekanntlich als ein 
MaBstab fiir die Faulnisvorginge im lebenden Organismus, insbesondere 
fiir die Darmfaulnis gilt. Bei den Versuchen, das Harnindikan in tiblicher 
Weise titrimetrisch zu bestimmen, stieBen wie aber alsbald auf Schwierig- 
keiten, welche uns veranlaBten, uns auch mit der Methodik der Indikan- 
bestimmung im Harn naher zu befassen. 

Zur quantitativen Indikanbestimmung im Harn pflegt man sich 
bekanntlich einer der Modifikationen des Wangschen Verfahrens zu 
bedienen. Dabei wird das Harnindikan etwa durch eisenchlorid- oder 
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kupfersulfathaltige Salzsdure in Indigo tibergefiihrt, dieses mit Chloro- 
form ausgeschittelt und durch Titration mit Permanganat (wobei 
Entfarbung erfolgt) bestimmt?. 

Wangs? Titrationsberechnung basiert auf nachstehender Reaktions- 
gleichung : 5 CygHypN.O, + 4 KMnO, + 6 H,SO, = 5C\gH yp NO, 
+2K,80,+ 4MnS0,+ 6H,0. _ ,,Titrationsversuche mit reinem 
Indigo” sagt der Autor, ,,beweisen die Richtigkeit der Auffassung*. 
Indigo, C,gH,)N,O., wird auch durch andere Oxydationsmittel (durch 


; ‘ CO 
Chromsaure und Salpetersaure) zu /satin’, CgH,NO,C,H,- NH CO 
oxydiert, wobei also aus je 1 Molekiil Indigo je 2 Molekiile Isatin ent- 


stehen: CysH N20, -+ O, —> 2C,H;NO>. 


Das bedeutet also pro Molekiil Indigo die Aufnahme von 2 O (ent- 
sprechend 4H). Zur Oxydation von | cem n Indigo (Molekulargewicht 
262 = 262 mg) sind also 4 ccm n KMnO, oder 1600 cem n/400 K MnO, 
erforderlich. leem n/400 K MnO, entspricht demnach 262/1600 
= 0,151 mg Indigo. 


Nun lehrt aber die Durchsicht der analytisch-chemischen Literatur, 
daB die Titration des Indigo mit Chamaleonlésung in schwefelsdéurehaltigem 
Medium, wie sie zuerst von Mohr* angegeben worden ist, alles andere eher 
denn eine glatte Umsetzung ist. So geben Lang und Wilkin® an, die 
Titration von Indigolésungen mit Pérmanganat liefere je nach der an- 
gewandten Menge Wasser und Schwefelséiure sehr schwankende Werte. 
Mit Zunahme der Schwefelséurekonzentration kann der Permanganat- 
verbrauch fast auf das Doppelte ansteigen. Auch Warme begiinstigt die 
Zersetzung des Permanganats. Cholin® gibt an, daB, wenn synthetisch 
erhaltenes kristallisiertes Indigotin in Indigosulfoséure tibergefiihrt wird, 
zur Oxydation der Verbindung mit Permanganat etwa 13°,, weniger davon 
verbraucht wird, als die Theorie erfordert. Nach Bergtheil und Briggs? 
iiben gewisse in der Lésung verbleibende Beimengungen einen mit ihrer 
Menge wechselnden Einflu8B auf den Oxydationsvorgang aus. Uberdies 
erschweren Farbstoffbeimengungen die Erkennung des Endpunktes der 
Titration. Auch die Anwesenheit von Indirubin iibt eine groBe Wirkung 
auf das Endresultat aus. (Dabei ist zu beachten, da®B nach Bouma im Harn 
vorhandenes Indoxyl durch Isatin bei Gegenwart von Mineralséiure in 
Indigorot umgewandelt wird.) Nach Miller und Smirnow® verlauft die 
Oxydationsreaktion nicht nach der theoretischen Gleichung, sondern pro 
Mol CygHy NO. werden nur 1,75 Atome O verbraucht. 


! 4. Ellinger, Zeitschr. f. physiol. Chem. 38, 178, 1903; Imabuchi. 
ebendaselbst 60, 502, 1902. 
Wanq, ebendaselbst 25, 406, 1898. 


3 Vgl. Karrer, Lehrb. d. organ. Chem. 2. Aufl... 1930, S. 548. 
4 Mohr, Lehrb. d. Titriermethoden 4. Aufl., 1874, S. 707. 

5 W. R. Lang u. W. M. Wilkin, Chem. Centralbl. 19038, II, 965. 
6 


N. Cholin, ebendaselbst 1905, I, 880. 
C. Bergtheil u. R. V. Briggs, ebendaselbst 1906, IT, 1532. 
8 O. Miller u. J. Smirnow, Chem. Centralbl. 1908, T, 2062. 
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Nun beruht aber die titrimetrische Harnindikanbestimmung 
darauf, daB das Harnindikan etwa durch Einwirkung von Obermayers 
Reagens in Indigo tbergefiihrt, dieses in Chloroform ausgeschiittelt, 
das Chloroform verdunstet, das zuriickbleibende Indigo in konzen- 
trierter Schwefelsdure aufgenommen, die Lésung mit Wasser verdiinnt 
und nunmehr mit n/400 Permanganatlésung bis zur Gelbfarbung 
titriert wird. Es kam uns nun das, wie sich herausgestellt hat, berech- 
tigte Bedenken, ob denn, wenn schon die Titration reinen Indigos 
keineswegs glatt ist, die Anwesenheit von aus dem Harn stammenden, 
unkontrollierbaren Beimengungen nicht zu groben Tauschungen AnlaBb 
geben kann. 

Wir haben nun zunachst versucht, eine Lésung von reinem /ndigo- 
carmin Merck (= indigodisulfosaures Natron!, Molekulargewicht 466) zu 
titrieren. Eine 0,50°,ige Indigocarminlésung entspricht einer 0,28 ° igen 
Indigolésung (Indigo CygHyN,02, Molekulargewicht 262). lecm !/,°%iger 
Indigocarminlésung enthalt sonach 0,0050 g Indigocarmin und entspricht 
0,0028 g Indigo. Sie sollte sonach zur Titration, da 1 ccm n/400 KMnO, 
theoretisch 0,151 mg Indigo entspricht, 18,1 cem n/400 verbrauchen. Wir 
gingen nun so vor, daB wir 1 cem '/, °,ige Indigocarminlésung am Wasser- 
bad eindampften, den Riickstand in 10 cem konz. Schwefelsiure aufnahmen, 
in etwa 100 ccm destillierten Wassers eingossen? und mit n/400 KMnO, 
bis zur Gelbfarbung titrierten. Der Verbrauch betrug aber nur 9,2 cem. 

Es wurden weiterhin 0,020 g Indigocarmin eingewogen und in 10 cem 
Wasser gelést. 2ccm davon, entsprechend 0,0040 g Indigocarmin und 
0,00224 g Indigo, wurden wie oben behandelt. Der Umschlag bei der Titration 
erfolgte nicht, wie erwartet nach Verbrauch von 14cem n/400 KMnQ,, 
sondern bereits nach Verbrauch von 6 ccm. 





Wir haben nun in einem besonders indikanreichen Harn das 
Indikan einerseits titrimetrisch nach Ellinger, andererseits aber kolori- 
metrisch derart bestimmt, daB wir die tiefblaue, nach Ausschiitteln 
mit Chloroform resultierende Lésung direkt mit einer 0,05° igen 
Lésung von indigosulfosaurem Natron verglichen (wobei wir uns 

on. we aa . es . 
natiirlich des Ubelstandes bewu8t waren, eine Chloroformlésung mit 
einer wasserigen Lésung zu vergleichen): 

a) 300 cem eines indikanreichen, von einem Falle chronischer Obstipa- 
tion herriihrenden Harns wurden mit 30cem 20°,iger Bleizuckerlésung 
versetzt, durch ein trockenes Filter filtriert, davon 275 cem (entsprechend 
250 cem des Harns) mit dem gleichen Volumen Obermayerscher Lésung 
versetzt. Nach 5 Minuten wurde das reichlich auftretende Indigo durch 
wiederholtes Ausschiitteln mit Chloroform extrahiert. Es resultierten 
110 cem einer intensiv blauen Chloroformlésung, davon wurden 15 cem 
zur kolorimetrischen Bestimmung verwendet, die einer 0,05°,igen Indigo- 
carminlésung kolorimetrisch annahernd gleichwertig erschien. Diese 
entspricht wiederum einer 0,028 °, igen Indigolésung. 110 cem einer solchen 


1 Vgl. Beilstein, 3. Aufl., 1896, S. 1622. 
* Vgl. die Vorschrift in Spdth, Chem. u. mikroskop. Unters. des 
Harns, 5. Aufl. 1929, 8S. 375/6. 
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y enthalten 0,0308 g Indigo, welche aus 250 cem Harn gewonnen worden sind. 
2 100 cem Harn enthielten also 0,0123 g Indigo oder 12,3 mg-°,. 

b) Im gleichen Harn wurde die titrimetrische Bestimmung nach Ellingers 
Vorschriften durchgefiihrt. Die von obigen 110 cem blauer Chloroform- 
‘ lésung nach Entnahme der Kolorimeterprobe verbliebenen 95 ccm wurden 
t zweimal mit destilliertem Wasser, einmal mit 0,1°,iger Natronlauge, dann 
wieder mit Wasser gewaschen. Die blaue Chloroformlésung wurde ein- 
gedampft, der Riickstand getrocknet, in 10 ccm konzentrierter Schwefel- 
sdure gelést, in 100 cem Wasser eingegossen. Es resultierte eine klare, 
blaue Lésung ohne Niederschlagsbildung (Sulfonierung!). Die Titration 
mit n/400 KMnO, verbrauchte 37 cem. Da leem 0,151 mg Indigo ent- 
} spricht, bedeutet dies 5,6 mg Indigo fiir 95cem der Indigolésung oder 
7 mg fiir 110 cem entsprechend 250 ccm oder etwa 3 mg fiir 100 ccm also 
3 mg-°,, das ist nur ein Viertel des vorhin gefundenen Wertes! 

Unter welchen Verhaltnissen derartige Abweichungen auftreten 
| und wodurch sie bedingt sind und wie sie vermieden werden kénnen, 
miuBte durch besondere Untersuchungen ermittelt werden. Doch waren 
solche auBerhalb des Rahmens dieser Arbeit gelegen. Unter normalen 
Verhaltnissen ergab die kolorimetrische Methode iibrigens durchaus 
Werte, welche sich innerhalb der Grenzen der in der Literatur angegebenen 
Indigo-Normalwerte hielten. 

Laboratoriumsmischharne: a) 1,10 mg-°,, Indigo 

b) 0,80, ee 

e) 1,30 

d) 1,22 

e) 1,03 

f) 0,98 ee 

g) 0,82 ” Er 

In der Literatur finden sich Normalwerte: 

0.8 bis 1,8 mg-°, nach Ellinger 





os, 19 .. Imabuchi 
oF | a. - .. Jdolles 


Immerhin haben wir es bei dem Vergleich der Ausscheidung von 
Phenol und von Indikan unter pathologischen Bedingungen vorgezogen, 
uns an die kolorimetrische Orientierung zu halten. 


4. Untersuchung klinischer Harne. 

Uberblicken wir nun auch das vorliegende Material, so gelangen 
wir zu folgenden Ergebnissen: 

Wir fanden eine starke Vermehrung der atherunléslichen Phenol- 
fraktion im Harn als regelmaBigen Befund vor allem bei schweren 
Storungen der Leberfunktion: bei Cholecystitis und Cholangitis, Hepatitis 
luetica, CholedochusverschluB durch einen Stein, Carcinoma vesicae 
felleae, aber auch auf der Héhe des Ikterus simplex; exorbitante Werte 
ergaben sich beieinem Falle vonechter akuter gelber Leberatrophie. Keine 
Vermehrung dagegen ergab sich bei Lebercirrhose und Stauungsleber. 

Aber auch bei einigen Fallen schwerer Darmerkrankungen (lleus, 
Darmtumor, schwerer Enteritis) fanden wir erhebliche Vermehrung der 
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atherunléslichen Phenolfraktion, was ja méglicherweise mit einer sekun- 
diren Beeintrachtigung der Leberfunktion zusammenhangen kénnte. 

Wir fanden ferner eine zum Teil sehr hochgradige Vermehrung 
der atherunléslichen Phenolfraktion bei der Mehrzahl der von uns 
untersuchten Fille fortgeschrittener Tuberkulose. Es waren das durch- 
wegs solche Fille, bei denen auch die Urochromogenreaktion nach 
M. Weiss mit Permanganat ausgesprochen war, und man wird schwerlich 
fehlgehen, wenn man dies als ein Symptom vermehrten Zerfalls von 
Zellprotoplasma auffaBt. 

Bezugnehmend auf die erwihnten Beobachtungen von Scheiner 
und von Gulotta haben wir auch 19 ausgesprochene Faille von Schizo- 
phrenie (Dementia praecox) in unsere Beobachtungen einbezogen. 
Aber nur dreimal vermochten wir eine maBige Vermehrung der ather- 
unléslichen Phenolfraktion im Harn nachzuweisen, derart, daB dieses 
Symptom keinesfalls diagnostisch verwertbar scheint. 

Soweit auch die dtherlésliche Harnfraktion untersucht worden ist, 
hielten sich die gefundenen Werte mit 4,1 bis 4,8 mg-°, durchaus 
innerhalb der Grenzen der Normalwerte, insofern diese von uns mit 
4.3 bis 5,0 mg-°, ermittelt worden sind. 

Die stets gleichzeitig kolorimetrisch geschatzte Ausscheidung 
des Harnindikans, welche ja als MaBstab der EiweiBfaulnis im Organis- 
mus gilt, erwies sich von der atherunléslichen Phenolfraktion weit- 
gehend unabhingig, insofern z. B. bei exorbitanter Vermehrung der 
Phenolfraktion bei akuter gelber Leberatrophie das Harnindikan normal 
sein konnte, wahrend umgekehrt bei einem Falle von chronischer 
Obstipation mit zehnfach iiber die Norm vermehrtem Indikan die 
Fraktion der atherunléslichen Harnphenole nicht vermehrt erschien. 

Soweit unsere bisherigen (allerdings nur engbegrenzten)  Er- 
fahrungen reichen, kénnen wir vielleicht vor der Hand mit der Annahme 
zweier fiir die Vermehrung der atherunléslichen Phenolfraktion im 
Harn ausschlaggebenden Momente auskommen: Stdrung der Leber- 
funktion einerseits und erhdhter Zerfall von kérpereigenem Zellprotoplasma 
andererseits. Es wird weitgehender Erfahrungen bediirfen, um diese 
Annahme auf eine breitere Basis zu stellen bzw. zu erweitern und die 
mut maBlichen Beziehungen zum mindesten eines Anteils der Fraktion zu 
hochmolekularen EiweiBabkémmlingen, den sogenannten ,,Oxyprotein- 
sauren™ klarzustellen. Auch der etwaige Anteil von Phenolschwefel- 
siuren und Phenolglukuronsaéuren an der Fraktion bedarf einer Klar- 
stellung. 

5. Versuche an phosphorvergifteten Tieren. 


Wir haben gewissermaBen eine Stichprobe auf obige Annahmen 
gemacht, indem wir das Verhalten der Phenole im Harne phosphor- 
vergifteter Tiere beobachteten. 
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a) Weibliches Aaninchen, 2.8 kg. erhielt neben Mischfutter seit 
). 24. Februar taglich 30 g Dextrose in 150 cem Wasser mit der Schlundsonde. 
" um, im Sinne der Erfahrungen R. Scholls, seine Widerstandsfahigkeit 
A gegentiber Phosphor zu erhéhen. In 700 cem des vom 25. bis 27. Februar 
gesammelten Harns fanden sich 1,7 bis 1,8 mg-°,, atherléslicher Phenole. 
” atherunlésliche Phenole aber nur in Spuren. Am 28. Februar erhielt das 
h Tier 5mg Phosphor in OI] gelést subeutan. Vom 1. bis 3. Marz wurden 
h 450cem Harn gesammelt, die noch normale Verhialtnisse  aufwiesen: 
1 2,0 mg-°, atherlésliche Phenole und nur Spuren atherunléslicher Phenole. 
Die Harnsekretion kam aber nunmehr ins Stocken. Am 4. Marz erhielt 
das Tier, um die Harnabsonderung in Gang zu bringen, Coffeinum natrio 
i benzoicum. Doch war die Gabe zu gro8 und das Tier ging daran bald zu 
- grunde. Der zuletzt abgesonderte Harn  enthielt aber bereits 9 mg-° 
% atherunlésliche Phenole. 
= b) Hiindin, 15'/,.kg. Mit Mischfutter (Fleisch, Brot, Gemiise) ernahrt. 
\ther- 
Ather- — unjésliche 
Datum léslich — ppenole Anmerkung 
mg-° mg-° 
t 1; Harn zweier 2500 ceim 3.5 Spuren 
Tage 
y 9. Il. 7.5 mg Phos- 
phor sube. 
(0.5 mg 
3 pre kg) 
r 9.111. bis 12.111. Sammelharn 2350 ccm 5.2. Spuren 
] 12. IIT. 75mg Phos- 
phor  sube. 
r — . , pa 
12. 111. bis 15. IL. ~ 859 cem 18 35 
, 15. IIL. 75mg Phos- 
be phor sube. 
re 15. 111. bis 18. HI. = 2309 eem 9.8 20 Befinden des 
lieres stark 
e gestirt. Fret 
lust gering 
nh Zittern \! 
bumen 0 
18. Il. 7,5 mg Phos- 
a phor sube. 
B 18. IIL. bis 21. 11. “ 1890 cem ; 30 Befinde n ge 
vessert 
4 23.111. ,, 24. TIL. fe 1500 .. 4.8 22 
7 24.011. . 26.111. . 1209 5,2. Spuren 
% Versuch abgebrochen. Hund munter. 
: Die Vergiftung war also tiberstanden worden. Die anfanglich nur 
in Spuren vorhandene Fraktion atherunléslicher Phenole war auf der 
Hohe der Vergiftung bis zu dem hohen Werte von 35 mg-°,, angestiegen, 
um sodann wahrend der Genesung im Laufe einer Woche wieder bis 
n 


auf Spuren abzusinken. 


1 R. Scholl, diese Zeitschr. 240. 62, 1931. 
Biochemische Zeitschrift Band 243 
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c) Drei Meerschweinchen von 400, 500 und 600g Gewicht. Ernahrt 
mit Griinfutter und gelben Riiben. Die Harne in einem Stoffwechselkafig 
vereinigt aufgefangen. 





\ther- 
Datum seaitch — 
mg-" 9 mg-" > 
5. I. bis 7. IIL. Sammelharn 800 com 1.8 Spuren 
9. III. Jedes Tier erhielt 
', mg Phosphor 
in Ol subcutan, das 
ist 1, mg pro kg 
9. IIT. bis 12. III. - 750 cem 1,5 7.5 
12. IIL. = Phosphor ebenso 
12. Ill. bis 15. TI. ‘ 600 cem 6,0 32 
15. IIL. a Phosphor ebenso 
15. III. bis 18. IIL. ‘ 650 cem 11.0 35 
18. IIL. ~ Phosphor ebenso 
18. ITT. bis 21. IL. 650 cem 15,0 31 
21.01. . 24. II. e 5N0 , 17,0 18 
24.11. . 26. Il. i 700, 6.8 Spuren 


Versuch abgebrochen. 


Also genau die gleiche Erscheinung wie bei dem vorigen Versuch: 
Die atherunlésliche Phenolfraktion, die urspriinglich nur in Spuren 
vorhanden war, stieg bis zur Héhe der Vergiftung bis auf den groBen 
Wert von 35 mg-°, auf, um dann stetig wieder bis auf Spuren abzu- 
sinken. 

6. Zusammenfassung. 

1. Die phenolischen, durch die Millon-Reaktion erfaBbaren Harn- 
substanzen kénnen (wenn man von den praktisch wenig bedeutsamen 
mit Wasserdampfen fliichtigen Phenolen absieht) in die beiden Kate- 
gorien der dtherléslichen und dtherunléslichen Phenole gesondert werden. 

2. Der dtherlésliche Anteil, welcher die sich vom Tyrosin nach 
dessen Desaminierung ableitenden Saéuren umfaBt, kann kolorimetrisch 
ermittelt werden, indem man eine gréBere Harnportion bei eben kongo- 
saurer Reaktion im Vakuum und im Stickstoffstrom bei niederer 
Temperatur einengt, mit Ather ausschiittelt, dem Ather die Phenol- 
substanz mit Natronlauge entzieht und sie sodann der Millon-Kolori- 
metrie unterwirft. Zusatzversuche zum Harn mit Salicylsaure ergeben 
gute Resultate. 

3. Der dtherunlésliche Phenolanteil kann in jener harnstofffreien 
Harnfraktion ermittelt werden, welche nach dem Vorgang von Mérner- 
Sjéquist durch Fallung mit barythaltigem Alkohol-Ather abgetrennt 
wird. Nach Beseitigung des Baryts durch Schwefelsaure, stérender 
Substanzen durch Phosphorwolframsaure, dieser durch Chinin und 
schlieBlich des Chininiiberschusses durch Natronlauge kann das Phenol 











nN 








einander in den Harn iiber. 
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mit Hilfe der Millon-Reaktion unter Einhaltung jener Bedingungen 
ermittelt werden, welche von O. Fiirth und A. Fischer fiir die Tyrosin- 
bestimmung in Proteinen angefiihrt worden sind.  Zusatzversuche 
zum Harn mit Tyrosin ergaben gute Resultate. 

4. Die direkte Anwendung der Millon-Reaktion auf den Harn 
ist héchst irrefiihrend und nicht anzuraten. 

5. Die tibliche maBanalytische Jndikanbestimmung im Harn nach 
dem Wangschen Prinzip erwies sich infolge titrimetrischer Unregel- 
maBigkeiten als recht unsicher. Es empfiehlt sich, dieselbe durch eine 
kolorimetrische Schaétzung unter Anwendung von indigodisulfosaurem 
Natron als Standard zu ersetzen. 

6. Im normalen menschlichen Mischharn fand sich dtherunldsliches 
Phenol nur in nicht kolorimetrierbaren Spuren, dtherldsliches Phenol 
dagegen im Mittel 4,7 mg-°,, (als Tyrosin ausgewertet). Indigo aus 
Harnindikan fand sich 0,8 bis 1,3 mg-°,. 

7. Die Menge der dtherldslichen Phenole hielt sich auch in den 
von uns untersuchten pathologischen Harnen innerhalb normaler 
Grenzen. Dagegen stieg die Menge der dtherunléslichen Phenole, die sich 
in der Norm nur in Spuren im Harn finden, unter gewissen patho- 
logischen Bedingungen erheblich an, wobei Werte bis 36 mg-°,, in 
einem Falle von akuter gelber Leberatrophie sogar solche bis 104 mg-°,,, 
angetroffen wurden. Eine solche Vermehrung fand sich insbesondere 
bei schweren Stérungen der Leberfunktion (auch auf der Hohe des 
katarrhalischen Ikterus, nicht aber bei der Cirrhose), bei schweren 
Darmerkrankungen sowie bei fortgeschrittener Tuberkulose mit positiver 
Urochromogenreaktion, in letzterem Falle vermutlich als Symptom 
eines erhéhten Zerfalls von Zellprotoplasma. Im Hinblick auf die An- 
gaben italienischer Autoren tiber Aromaturie bei Dementia praecox 
und Amentia wurde auch eine Anzahl Harne von Schizophrenen unter- 
sucht; doch erwiesen sich die Phenolkérper nur ausnahmsweise ver- 
mehrt. Die mutmaBliche Beziehung zum mindesten eines Teiles der 
atherunléslichen Harnphenole zu hochmolekularen, abiureten Eiweib- 
abkémmlingen, den sogenannten .,Oxyproteinsduren“, bedarf weiterer 
Untersuchungen. Insoweit Tyrosin als solches in den Harn iibertritt, 
wird es auch in dieser Fraktion zu finden sein, ebenso wie auch etwaige 
gepaarte Phenolsauren. 

8. Das durch die EiweiBfaiulnis bedingte Harnindikan und die 
Fraktion der dtherunléslichen Harnphenole gehen unabhingig von- 
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I. 

In der ersten Mitteilung dieser Reihe! wurde iiber einen nicht 
unbetrachtlichen Gehalt der Seewasseralgen Fucus vesiculosus und 
serratus an vorgebildeten Aminen, wie Mono- und Trimethylamin 
zum ersten Male berichtet. Den Ausgangspunkt fiir diese Unter- 
suchungen hatte die Tatsache des gehauften Auftretens von Trimethyl- 
aminoxyd, Trimethyl- und Monomethylamin bei Seefischen? gebildet. 
In diesem Zusammenhang war es nicht uninteressant erschienen, 
nachzuforschen, ob nicht etwa auch Seewasserpflanzen sich durch 
einen Gehalt an vorgebildeten methylierten Aminen auszeichnen. 

Die zu diesem Zweck unternommene Untersuchung von Fucus 
vesiculosus und serratus fiihrte zu der schon eingangs erwahnten Auf- 
findung von Mono- und Trimethylamin in den genannten Seealgen. 

Diese recht auffallenden Ergebnisse lieBen ein eingehendes Studium 
dieses neuen Problems notwendig erscheinen. Es muften vor allem 
auch andere als die oben zitierten Seewasseralgen einer genauen Unter- 
suchung in bezug auf einen etwaigen Gehalt an Mono- und Trimethy!- 
amin unterworfen werden, wenn festgestellt werden sollte, daB dieser 
Gehalt an methylierten Aminen nicht nur eine Eigenart der Fucusarten 


' Kapeller-Adler u. T.Csato, diese Zeitschr. 224, 378, 1930. 

2 Suwa, Pfliigers Arch. 128, 421, 1909; F. A. Hoppe-Seyler u. W. 
Schmidt, Zeitschr. f. Biol. 87, 1927: Sonderdruck a. d. Verhandl. d. phys.- 
med. Ges. Wiirzburg. neue Folge 53, H. 1; Grollmann, Journ. of biol. Chem. 
S1. 267, 1929; Kapeller-Adler u. Krael, diese Zeitschr. 224, 364, 1930. 
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sei. In weiterer Folge waren die diesbeziiglichen Verhaltnisse unbedingt 
auch bei ahnlichen Si®Bwasserpflanzen zu iberprifen, konnten doch 
auch auf diesem Wege neue Vergleichspunkte zwischen der Sibwasser- 
und Seewasserflora gewonnen werden. 

Zur Erledigung dieses Fragenkomplexes wurde die Untersuchung 
von einigen Vertretern verschiedener Klassen von See- und StiBwasser- 
pflanzen in Angriff genommen. 

Die Ergebnisse finden sich in der nachfolgenden Tabelle zusammen 
vefaBt. 

Beziiglich der Arbeitsmethodik sei erwahnt, dali wir die gleiche bei 
behielten, wie sie in der vorhergehenden Mitteilung! 

Aus den Pflanzen wurde durch zweimaliges Auskochen mit Alkohol 
und darauffolgendes einmaliges Ausziehen mit Wasser ein alkoholisch- 
wasseriger Auszug angefertigt, welcher daraufhin im Vakuum von Alkohol 
und Wasser befreit wurde. Der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen, 
und dieser wiisserige Extrakt bildete jeweils das Ausgangsmaterial fiir die 
nachfolgenden Untersuchungen. Vorwegnehmend sei hervorgehoben, daB 
aus den Extrakten samtlicher untersuchter Pflanzen durch Alkali schon 
in der Kalte gasfOrmige Basen in Freiheit gesetzt werden, was fiir die An- 


geschildert worden war. 


nahme spricht, daB diese Basen in den Pflanzen in gebundener Form vor- 
liegen. Es soll aber an dieser Stelle nicht unerwahnt bleiben, daB die 
alkoholischen Ausziige einiger Seewasserpflanzen, und zwar samtlicher 
hier untersuchter Rotalgen, alkalische Reaktion aufwiesen, so da® daraus 
geschlossen werden muB, daB in diesen Pflanzen die Basen wenigstens zum 
Teil in freier Form vorgebildet auftreten. Zur weiteren Verarbeitung 
wurden die alkalisch reagierenden Extrakte zwecks Vermeidung von Ver- 
lusten mit verdiinnter Salzséure neutralisiert. 

Die fliichtigen Basen wurden jeweils aus den Ausziigen nach Folin? 
durch einen Luftstrom bei gew6hnlicher Temperatur ausgetrieben und in 
verdinnter Salzsdure aufgefangen. Die erhaltenen Chlorhydrate unter- 
warfen wir zundchst einer qualitativen Priifung. Da das Hauptaugenmerk 
auf die methylierten Amine gerichtet war, wurde zunichst eine Trennung 
durch Ausziehen der Basenchlorhydrate mit hei®em Chloroform vor- 
genommen. Der chloroformlésliche Anteil muBte die Dimethylamin 
Trimethylaminfraktion enthalten, ungelést blieben Salmiak und Mono- 
meth ylaminchlorh ydrat. 


Ubrigens konnte Dimethylamin in keiner untersuchten Pflanze 
nachgewiesen werden. 

Das Trimethylamin wurde in das Chloroaurat umgewandelt und 
als solches mittels Schmelzpunktes und Methylimidanaly:en identifiziert. 

Das Monomethylamin wiesen wir mittels der Reaktion von 
Tsalapatani® nach und den Gehalt bestimmten wir indirekt mittels 
Methylimidanalyse nach Pregl?. 


‘ 1. 

* Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 161, 1902/03. 

3 Bull. de la Soc. de steinte din Bucaresci 16. 67, 1907. 

* Quantitative organische Mikroanalyse, 3. Aufl., 1930, S. 215 
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Zur Untersuchung gelangten Stfwasserpflanzen und SiPwasser- 
plankton aus dem Lunzer See, welches Material wir dem Entgegen- 
kommen der Leitung der biologischen Station in Lunz (Nieder-Osterreich ) 
verdanken und Seealgen aus der Nordsee, welche uns die PreuBische 
Biologische Anstalt Helgoland in dankenswerter Weise zur Verfiigung 
gestellt hat. Die Pflanzen aus dem Lunzer See konnten wir in lebens- 
frischem Zustand untersuchen, die Seealgen wurden aus Helgoland 
in mit 96°,igem Alkohol beschickten GefaBen hierher gesandt, so dab 
auch hier frisches, anscheinend unzersetztes Material vorlag. 

Bei der Durchsicht des Zahlenmaterials ergibt sich vor allem 
ein grundlegender Unterschied zwischen den Sip- und Seewasserpflanzen. 
Wahrend in den letzteren durchwegs Trimethylamin in gréBerer oder 
geringerer Menge aufgefunden werden konnte, enthalten weder Siif- 
wasserpflanzen noch SifPwasserplankton auch nur die geringste Spur 
von T'rimethylamin. 

Es liegen also hier ahnliche Verhaltnisse wie bei den Seetieren 
vor, welche sich durch ihren Reichtum an Trimethylamin und Tri- 
methylaminoxyd vor den SiiBwassertieren auszeichnen. 

Ubrigens konnte Trimethylaminoxyd in den Seealgen nicht nach- 
gewiesen werden. 

Der Monomethylamingehalt ist bei den Seewasserpflanzen gréBten- 
teils héher als bei den SiBwasserpflanzen. Mit Ausnahme der Elodea, 
welche iiber ziemlich viel Monomethylamin verfiigt, ist der Methyl- 
aminwert bei den untersuchten SiBwasserpflanzen relativ niedrig 
(1,5 bis 4 mg fiir 100 g Trockensubstanz). 

Der Ammoniakwert ist allenthalben unspezifisch, weil er bei allen 
untersuchten Pflanzen innerhalb weitester Grenzen differiert. 

Das Plankton aus dem Lunzer See enthielt nur Spuren Ammoniak 
und Monomethylamin, jedoch kein Trimethylamin. 

Was nun die Seealgen anlangt, so haben wir einzelne Vertreter 
dreier Gruppen dieser Pflanzen in den Kreis unserer Untersuchungen 
einbezogen, und zwar Griin-, Braun- und Rotalgen. 

Bei den untersuchten Griinalgen liegt der Trimethylaminwert 
mit Ausnahme der Enteromorpha Linza bei etwa 10mg pro 100 ¢ 
Trockensubstanz. Die Enteromospha Linza enthalt etwa das vierfache 
an Trimethylamin. Der Monomethylaminwert bewegt sich bei den 
Griinalgen zwischen 4 und 38 mg fiir 100g Trockensubstanz. Die 
Schwankungen des Ammoniakgehalts sind hier noch viel betrachtlicher. 

Der Trimethylamingehalt der Braunalgen ist hingegen weit 
konstanter. Beziiglich des in der friiheren Arbeit! erhaltenen héheren 
Trimethylaminwertes ist hervorzuheben, daB uns seinerzeit kein ein- 
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wandfrei reines und frisches Material zur Verfiigung stand, vielmehr 
konnte damals lediglich ein Gemenge von Fucus vesiculosus und 
serratus, wie es in den Fangnetzen der Fischer hangen geblieben war, 
untersucht werden. Die in der vorliegenden Arbeit angefiihrten Re- 
sultate sind an einem einwandfreien, frischen Material gewonnen 
worden. 

Der Monomethylamingehalt und auffallenderweise auch der 
Ammoniakgehalt der beiden Fucaceen zeigen unerhebliche Schwan- 
kungen. 

Etwas anderes ist der Sachverhalt bei den Rotalgen. Wahrend 
die beiden ersten in der Tabelle angefiihrten Rotalgen eine geradezu 
ideale Ubereinstimmung beziiglich dieses Trimethylamingehalts auf- 
weisen, ist der Trimethylaminwert von Chondrus crispus um etwa 
das 25fache niedriger. Dieses so auffallende Ergebnis hatte zur Folge, 
daB ein weiteres Material von Chondrus crispus zur Untersuchung 
gebracht wurde, damit jeglicher Analysenfebler ausgeschlossen werden 
kénne. Bei der zweiten Aufarbeitung erhielten wir ahnliche Resultate 
wie bei der vorhergehenden. 

Was den Methylamingehalt der Rotalgen betrifft, so ist er am 
héchsten bei Rhodomela subfusca, um etwa die Halfte geringer bei 
Ceramium rubrum und am niedrigsten (etwa ein Fiinftel vom Methyl- 
aminwert von Rhodomela) bei Chondrus crispus. 

Wahrend die Ammoniakwerte bei Ceramium rubrum und Chondrus 
crispus fast gleich groB sind, ist der Ammoniakgehalt von Rhodomela 
beinahe auf das Doppelte erhdht. 

Zusammenfassend laBt sich folgendes aussagen: Die Seewasser- 
pflanzen unterscheiden sich von den Stifwasserpflanzen durch einen 
Gehalt an Trimethylamin, welch letzteres bei den SiiBwasserpflanzen 
vollkommen fehlt und weiter meist durch einen Mehrgehalt an Mono- 
methylamin. Darin zeigt sich eine weitgehende Parallelitaét der See- 
wasserpflanzen mit den Seetieren gegeniiber den SiBwasserorganismen. 
Es 148t sich weiter feststellen, daB innerhalb systematischer Gruppen 
im groBen und ganzen der Gehalt an methylierten Aminen derselben 
GréBenordnung angehdort. 

Eine auffallende Ausnahme hiervon stellt Chondrus crispus dar, 
welche Seealge, trotzdem sie auch den Florideen angehért, mit den 
beiden anderen hier untersuchten Rotalgen sowohl beziiglich des Tri- 
methylamin- als auch betreffs des Monomethylamingehalts bedeutende 
Abweichungen aufweist. 

Eine ahnliche Feststellung konnten Klein und Steiner! gelegentlich 
ihrer Untersuchungen der Stickstoffbasen im EiweiBabbau héherer 


! Jahrb. f. wissenschaftl. Bot. 68. 602, 1928. 
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Pflanzen machen. Die Autoren haben verschiedene Amine, haupt- 
sichlich aliphatischer Natur, in den mannigfaltigsten Bliitenpflanzen 
angetroffen und heben hervor, daB beziiglich des Auftretens dieser 
Amine Verwandtschaftsbezichungen nirgends den Ausschlag geben. Die 
meisten dieser Amine kommen vielmehr unregelmaBig in den einzelnen 
Gruppen und Klassen ohne jeden Zusammenhang mit dem System vor. 


Uber einige an Kalthliitern durchgefiihrte Fiitterungsversuche mit Trimeth ylamin. 


Fir das bekannte Auftreten der methylierten Amine und des 
Trimethylaminoxyds in der Muskulatur und im Harn der Seetiere 
kénnten verschiedene Faktoren verantwortlich gemacht werden. 
Von ausschlaggebender Bedeutung scheint hierbei jedenfalls das auBere 
Lebensmilieu dieser Seeorganismen zu sein, denn nur so erklart es 
sich, daB, wie im Wirzburger Physiologisch-Chemischen Laboratorium 
festgestellt worden ist, der Seeaal beispielsweise Trimethylaminoxyd 
und Trimethylamin enthalt!, der FluBaal dagegen nicht. 

Es bleibt nun die Frage offen, ob die Auswirkungen der auBeren 
Lebensbedingungen exogener oder endogener Natur sind, ob also 
die erwahnten methylierten Stickstoffkomplexe mit der Nahrung 
aufgenommen und im Organismus gespeichert werden, oder aber, 
ob unter dem EinfluB des Lebensmilieus der Chemismus des Stoff- 
wechsels dieser Tiere vollkommen verandert wird, wobei eigenartige 
Endprodukte wie Trimethylaminoxyd und methylierte Amine gebildet 
werden. 

Sollte die Ursache fiir das Auftreten der methylierten Stickstoff- 
verbindungen in der Beschaffenheit der Nahrung zu suchen sein, so 
miissen die als Nahrung dienenden Stoffe naturgemaB selbst Trimethyl- 
amin oder verwandte Komplexe enthalten. Es ist nun bekannt, daB 
die kleineren Seefische und Crustaceen, von denen sich die gréBeren 
Seefische nahren, Trimethylaminoxyd und Trimethylamin enthalten?®. 

In diesem Zusammenhang erschien es von Bedeutung, nachzu- 
forschen, wie sich der Organismus der Kaltbliiter — hier handelt es 
sich ja hauptsachlich um solche -- zur Darreichung von Trimethylamin 
verhalte. 

Zu diesem Zweck sollten in SiiBwiassern lebende Kaltbliiter, von 
denen es feststand, daB sie kein Trimethylamin enthalten, einer 
Fitterung mit Trimethylaminchlorhydrat unterzogen werden. 

Die zu erwartenden Ergebnisse dieser Untersuchungen waren 
auch in einem anderen Zusammenhang fiir uns von Interesse, da wir 


1 Hoppe-Seyler u. Schmidt, }. ec. 
* Grollmann, 1. c. 
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doch in einer der friiheren Arbeiten! Erfahrungen uber das Schicksal 
des verfiitterten Trimethylamins im Organismus von Hunden — also 
von Warmblitern gesammelt hatten. 

Als Versuchstiere benutzten wir zunachst Gold/ische, in weitere: 
Folge grofe ungarische W asserfrésche. 


Die Versuche an den Croldfischen gestalteten sich folgendermaBen : 
zwolf Goldfische von etwa 6 bis 12 em Lange wurden in drei mit griinen 
Pflanzen und Sand beschickte Aquarien gebracht. Das Futter bildeten 
Ameiseneier, welche mit einer etwa 30°, igen Trimethylaminchlorhydrat- 
lésung getrankt worden waren. Die Fiitterungsvorrichtung bestand im 
wesentlichen aus einem gréBeren, mit zahlreichen kleinen L6échern ver- 
sehenen Korkstopfen, in welche 15 bis 20 Holzstabchen hineingesteckt 
wurden. Dieser die Holzstabchen tragende Korkstopfen wurde derart 
befestigt, daB er sowohl in horizontaler als in vertikaler Richtung verschoben 
werden konnte. An den Holzstabchen wurden die getrankten Ameiseneiet 
knapp tiber der Wasseroberflache fixiert. Mit der Zeit gewohnten sich die 
Goldfische an diese Art der Nahrungsdarreichung und holten sich die 
Ameiseneier von den Stabchen herunter. Diese wurden drei- bis vierma! 
am Tage frisch mit Ameiseneiern beschickt. 

Die Fiitterung dauerte vom Dezember 1930 bis zum Marz 1931. Wahrend 
dieser Zeit zeigten sich an den Fischen einzelne Veraénderungen. Am auf- 
fallendsten erschien es, da® fast alle stark hervorstehende Augen bekamen. 
bei manchen zeigte sich auBerdem auf den Augen ein schimmelartige: 
Belag, der nach den Bewegungen der Tiere zu schlieBen, offenbar mit einer 
Sehst6rung verbunden war. Diese Erscheinung bildete sich nach wenigen 
Tagen zuriick. um dann nach einiger Zeit wieder aufzutreten. Andere 
Goldfische waren im ganzen von einem weiBlichen, schimmelartigen 
Schleier iiberzogen. wobei die Flossen wie angenagt zu zerfallen begannen 


Es mu hier hervorgehoben werden, daB von einer quantitativen 
Auswertung dieser Fiitterungsversuche nicht die Rede sein konnte, 
weil manche Ameiseneier von den Goldfischen nach kiirzerer oder 
langerer Zeit ausgespuckt wurden, andere Ameiseneier wieder ins 
Wasser fielen und hier ausgelaugt wurden. Es war uns ja hauptsachlich 
darum zu tun, qualitativ feststellen zu kénnen, wie sich diese Fiitterung 
mit Trimethylamin auf den Organismus der Goldfische auswirke. 


Zur chemischen Aufarbeitung wurden die Fische mit Ather narkotisiert. 
die Képfe mit einem raschen Schnitt abgetrennt. die Koérperhohle erdffnet. 
Schwanz und Eingeweide vom Skelett entfernt, die Muskeln kraftig mit 
Wasser abgespiilt und so der Untersuchung zugefiihrt. Der schwach 
alkalisch reagierende Muskel wurde einer Wasserdampfdestillation unte1 
worfen und das Destillat in doppeltnormaler Salzséiure aufgefangen. Die 
Salzsiurelésung wurde zur Trockne gebracht und der Riickstand mit heiBern 
Chloroform extrahiert. In den Chloroformauszug muBte das gesamte Tri 
methylaminchlorhydrat hineingehen. Weiter muBte auf ein eventuell 
gebildetes Trimethylaminoxyd gepriift werden. Zu diesem Zwecke wurde 
zunichst der Muskel mit starker Lauge solange erhitzt, bis das Destillat 


1 Kapeller-Adler u. Krael, diese Zeitschr. 235, 394, 1931. 
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nicht mehr alkalisch reagierte; hieraut wurde der Muskel einer Zinkstaub 
destillation in alkalischer Lésung  unterworfen. Extra vorhandenes 
Trimethylaminoxyd wurde bei dieser Prozedur zu Trimethylamin reduziert, 
und konnte als solehes identifiziert werden. 


Auf diesem Wege gelang es uns, aus den Muskeln der vorbehandelten 
Goldfische (15,7 g feuchter Muskulatur) wenige Milligramme Trimethyl- 
aminchlorhydrat, welches wir in das Goldsalz tiberfiihrten und als solches 
mittels Schmelzpunktes identifizierten, zu gewinnen. Trimethylamin- 
oxyd lieB sich nicht nachweisen. 

Dieses aber nur unscheinbare Resultat, offenbar bedingt durch 
die in zu geringer Menge vorhandene Ausgangssubstanz, veranlaBte 
uns, unsere Fiitterungsversuche mit gréBerem Muskelmaterial fort- 
zusetzen. Wir zogen nun fir unsere Fiitterungsversuche groBe ungarische 
Wasserfrésche heran. 

Zwo6lf Wasserfrésche wurden 2 Monate hindurch (Mai bis Juli 1931) 
mit Ameiseneiern, welche mit einer etwa 30°, igen Trimethylamin- 
chlorhydratlésung getrinkt worden waren, gefiittert. Die Aquarien 
waren mit Wasser gefiillt, welches etwa einmal tiglich gewechselt 
wurde. 


Die Fiitterung wurde nun so vorgenommen,. dai einige getrankte 
Ameiseneier (etwa sechs auf einmal) mit dem Ende eines abgeschmolzenen 
Glasstabes aufgenommen wurden und diese, nachdem durch eine Hilfs- 
person der Rachen des Frosches mittels eines stumpfen Holzspatels ge- 
6ffnet worden war, méglichst in den Osophaguseingang eingebracht wurden. 
Die Fiitterung wurde im allgemeinen einmal tiaglich vorgenommen. Sie 
blieb fiir einige Tage aus, wenn die Tiere ein abnormes Verhalten zeigten. 
Bei diesen Versuchen kam es manchmal. ebenso wie bei der Fischfiitterung 
vor, daB die getrinkten Ameiseneier von den Fréschen teilweise wieder 
ausgespuckt wurden. 

Was das Verhalten der Tiere wahrend der Fiitterungszeit betrifft. 
so wurden folgende Stérungen beobachtet: Manche Versuchstiere  ver- 
loren nach einiger Zeit die normale Beweglichkeit im Raum, wurden partiell 
gelahmt und fingen an, sich im Kreise zu drehen. Andere wiesen eine Auf 
treibung des Leibes und Miidigkeit auf. Bei vielen Fréschen verliefen 
diese Erscheinungen letal. In solchen Fallen wurden die Frésche sofort 
verarbeitet, um postmortale Veraénderungen des Muskels méglichst hintan 
zuhalten. 

Zur Untersuchung wurde durch einen Schnitt der dorsale Kopfteil 
von der Wirbelséule abgetrennt und das Riickenmark durch Einstechen 
zerstort. Hierauf wurde die Haut nach einigen flachen Scherenschnitten. 
ohne die Bauchhohle zu eréffnen, abgelést und die Muskeln der Extremitaten 
und diejenigen der Brust- und Bauchregion herausprapariert. Die Frésche 
wurden in vier Serien analog wie bei den Goldfischen aufgearbeitet. Ein 
Versuch wurde so unternommen, daB der Muskel nach Parnas und Mozo 
lowski* aufgearbeitet wurde. indem der Muskel mit einer bei 12° gesittigten 
Boraxlésung verrieben wurde. 


! Diese Zeitschr. 184. 405, 1927. 
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In der nachfolgenden Tabelle finden sich die Ergebnisse samtlicher 
Fiitterungsversuche zusammengefaBt. 


Tabelle 11. 





Im Muskel 


Gewicht des espeicherte Tri 
. gespeichertes Trimethylamin- 
feuchten Muskels Trimethylamin wey 
g mg 

Goldfische 15,71 Spuren a 
40,00 7.7 7 

Unvarische | 77,90 2,1 “ 
Wasserfrosche | 67.00 12.4 “ 
39,00 41 


Die in dieser Tabelle angefiihrten Zahlen kénnen, wie schon oben 
erwahnt, keineswegs als Ergebnisse quantitativ durchgefiihrter Versuche 
gewertet werden. Aus den obengenannten Versuchen kénnen wir 
jedoch die SchluBfolgerung ziehen, daB der Organismus der Kaltbliiter 
imstande ist, verfiittertes Trimethylamin im Muskel zu speichern. Bei 
Warmblitern ist von einer derartigen Speicherung bisher nichts bekannt. 
Ob bei Kaltbliitern auch Trimethylaminoxyd gebildet wird, konnten 
wir nicht feststellen. 

Diese Speicherung des Trimethylamins im Muskel der Goldfische 
und Frésche laBt sich wohl durch den allen Kaltbliitern eigenen, sehr 
tragen Stoffwechsel erkliren. Dieser verursacht eine Retention ver- 
schiedener harnfaihiger Substanzen. So ist es bekannt, daB die Selachie: 
in ihren Geweben groBe Mengen von Harnstoff anhaufen. 

Durch die oben geschilderten Fiitterungsversuche gewinnt die 
Hypothese, daB die Seefische den Trimethylamingehalt ihrer Muskeln 
wenigstens zum Teil der von ihnen aufgenommenen Nahrung ver- 
danken, vielleicht eine gewisse Wahrscheinlichkeit, trotzdem die voll- 
kommene Analogie zu den Seefischen insofern ja nicht besteht, als doch 
die letzteren im frischen Zustand Trimethylaminoxyd und nur wenig 
Trimethylamin enthalten. In diesem Zusammenhang sei noch einma! 
auf den in dem ersten Teil dieser Arbeit erhobenen Befund, daB See- 
wasserpflanzen im Gegensatz zu Sii®wasserpflanzen Trimethylamin 
enthalten, kurz hingewiesen. Diese Tatsache drangt unwillkirlich 
den Gedanken an eine Beziehung zwischen dem Trimethylamingehalt 
der Seewasserpflanzen und demjenigen der Seetiere auf. 


Wir méchten jedoch dieser Annahme nur mit auBerster Zuriick- 
haltung Ausdruck geben, da wir uns dessen voll bewuBt sind, daB auch 
andere Auslegungen sehr wohl méglich sind. 
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Versuchsteil und analytische Belege. 
Trockengewichtsbestimmung. 


Ein Teil der lufttrockenen Pflanzen wurde gewogen und im Brut 
schrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 


Darstellung des Exwtraktes. 


Die zu untersuchende Ptlanze wurde zweimal je 3 Stunden mit 96° igen 
Alkohol und hierauf einmal 3 Stunden mit Wasser extrahiert. Die vereinigten 
alkoholisch wisserigen Extrakte wurden im Vakuum eingeengt und der 
Riickstand in Wasser aufgenommen. Diese Losung bildete das Ausganys 
material fiir simtliche Untersuchungen. 


Die aus Helgoland stammenden Seepflanzen befanden sich in mit 
96°, igem Alkohol versehenen GefaBen. Der Alkohol wies durchwegs eine 
intensive Farbung auf. Zunachst wurde die Reaktion dieser alkoholischen 
Flissigkeit auf feuchtes Lackmuspapier gepriift und. sobald alkalische 
Reaktion festzustellen war, mit verdiinnter Salzséiure neutralisiert. Bei 
den Seepflanzen wurde dann nur noch einmal mit heiBem Alkohol und einma! 
mit Wasser in der Hitze extrahiert. Die extrahierten Pflanzen wurden 
dann im Brutschrank bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen 





Qualitative und quantitative Untersuchung des Extraktes. 


a) Einige Tropfen des Auszuges wurden auf einem Uhrglas mit einigen 
Tropfen Natronlauge versetzt, und tiber dieses Uhrglas wurde rasch ein 
zweites mit einem feuchten roten Lackmuspapier versehenes dariibe: 
gestiilpt. Nach wenigen Minuten tritt intensive Blaufarbung des roten 
Lackmuspapiers auf. 


b) Aus einem aliquoten Teil des Extraktes wurden nach Jolin mittels 
eines starken Luftstromes die fliichtigen Basen ausgetrieben und in doppelt 
normaler Salzsiure aufgefangen. Nach dem Einengen wurde der Riickstand 
durch neuerliche Destillation gereinigt und einer Extraktion mit heiBem 
Chloroform unterworfen. Der Chloroformauszug wurde eingeengt. Aus 
Extrakten der Seepflanzen konnten in der Chloroformfraktion schéne 
weiBbe Nadeln vom Schmelzpunkt 271° isoliert werden, welche mit Gold 
chlorwasserstoffsiure ein Goldsalz lieferten. Dieses konnte mittels Schmelz 
punktbestimmung und Methylimidanalyse als (CH,),;NHCI, AuCl, identi 
fiziert werden. Im folgenden ein Auszug aus dem Analysenprotokoll : 


1. 2.904 mg Substanz lieferten 5.191 mg Ag. 
ber.: 3 CH, 11.28%, 
gef.: 3CH. 11,44°.. 

2. 3.541 mg Substanz lieferten 6.072 mg AgJ. 
ber.: 3 CH, 11,28°%, 
gef.: 3 CH, 10,97°%- 


Im chloroformunléslichen Riickstand lieB sich bei allen Extrakten 
neben Salmiak Methylaminchlorhydrat nachweisen und cuantitativ be 
stimmen. Der Nachweis erfolgte mittels der Reaktion von T'salapatans, 
die Bestimmung fiihrten wir mittels Methylimidanalyse nach Pregl durch. 
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A. Untersuchung von SiiBwasserpflanzen (Lunzer-See ). 


I. Cladophora sp. 


170¢@ ‘Trockensubstanz wurden verarbeitet. Es wurden erhalten 
{ NH,Cl 
0.0894 go ‘ r ‘ 
* | CH,NH,HCL 
Methylimidanalysen. 1. 19,103 mg des Gemenges von Chlorammon 


und Methylaminchlorhydrat aus 179 g Trockensubstanz lieferten 4,526 mg 
AgJ. Daraus folgen 0,0061 g CH;NH,HCI in 179 g Trockensubstanz. 

2. 19,374 mg desselben Gemenges ergaben 4,342 mg AgJ. Dies ent- 
spricht 0,058 g CH,NH,HCI in 179 g Trockensubstanz. 

Mittelwerte: 179 g Trockensubstanz enthalten 0,0059 g CH, NH,HCI. 
Daraus errechnen sich 0,0015qg CH,NH, und 0,0007q CH,NH,-N fiir 
100 q Trockensubstanz. 

Salmiakberechnung. 

{ NH,Cl | 
(\CH,NH,HCI! | 
0,0059 g CH,;NH.HCL  .. 179 ¢ 
0.0835 ¢ NH,Cl in 179¢ Trockensubstanz 
Dies entspricht 0.0148 g NH, und 0,0122g NH,-N in 100g Trocken- 


substanz. 


0.0894 in 179g Trockensubstanz 


Il. Lemna minor. 
ren a NH,Cl 

161,5¢ Trockensubstanz lieferten 0.0480 g CH, NHH CL. 

Methylimidanalysen. 1. 13,008 ¢ obigen Gemenges lieferten 6,300 mg 
AgJ. Daraus folgen 0.0067 g CH,NH,HCI in 161.5 g¢ Trockensubstanz. 

2. 14,111 mg desselben Gemenges ergaben 5,623 mg Ag. Daraus 
folgen 0,0055 g CH,NH,HCI in 161,5 g Trockensubstanz. 

Mittelwerte: 161.5 g Trockensubstanz enthalten 0,0061 g CH,N H,HCI. 
Daraus errechnen sich 0,0019qg CH,NH, und 0,0008q CH,NH,-N_ fiir 
100q Trockensubstanz. 

Salmiakberechnung. 

{ NH,Cl | 
|\CH,NH,HCI J 
0.0061 ¢ CH,NH,HCL  ., 161.5¢ 
0.0419 ¢ NH,Cl in 161,5 g¢ Trockensubstanz 

Daraus errechnen sich 0,0081q NH, und 0,0069q NH;-N in 1009 

Trockensubstanz. 


0,0480 ¢ in 161.5 g Trockensubstanz 


Il. Ceratophyllum submersum. 


- oa = NH,Cl 
131.7 @ Trockensubstanz lieferten 0,2157 ¢ CH Nu HC 


Methylimidanalysen. 1. 18,717 mg obigen Gemenges ergaben 3,301 mg 
AgJ. Daraus folgen 0.0110 g CH,NH.HCI in 131,7 g Trockensubstanz. 

2. 20,614 mg desselben Gemenges lieferten 3.765 mg AgJ. Daraus 
berechnen sich 0.0113 g CH,;NH,HCl in 131,7 g Trockensubstanz. 

Mittelwerte: 131.7 g Trockensubstanz enthalten 0,0112 ¢ CH,NH,HCI. 
Daraus ergeben sich 0.0040 q CH,NH, und 0.0017 g CH,NH,-N in 100 9 
Trockensubstanz. 











J 
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Salmiakberechnung. 
{| NH,Cl 


2157 g in 131,7 g Trockensubstanz 
0,2157 £1CH,NH, —_ in 131.7 ¢ Trockensubstanz 
0,0112¢ CH,NH,HC] .. 131.7¢ - 


r 


0,2045 ¢ NH,Cl in 131,7 g Trockensubstanz 
Das sind 0,0492 q NH, und 0,0406 q NH,-N in 100 q Trockensubstanz. 
IV. Elodea canadensis. 
— NH,Cl 
28.72 g Trockensubstanz lieferten 0.4025 ¢ , 
wh iis ee — © | CH,NH,HCI. 


Methylimidanalysen. a 25,421 mg dieses Gemenges lieferten 3,789 mg 


AgJ. Daraus folgen 0,017 CH,NH,HC! in 28,72 ¢ Trockensubstanz. 
2. 21,326 mg a. Gemenges lieferten 3,626mg AgJ. Daraus 


ergeben sich 0,0197 g CH,NH,HCI in 28,72 g Trockensubstanz. 
Mittelwerte: 28,72 g Trockensubstanz enthalten 0,0185 ¢@ CH,N HH CI. 
Daraus errechnen sich 0,0500q CH,NH, und 0,0132q CH,NH,-N_ fiir 
100q Trockensubstanz 
Salmiakberechnung. 
{ NH,Cl 
\CH,NI,HCI | in 
0.0185 eg C H,N H,HCl ,, 28,72 ¢ 
0,3840 ¢ NH,Cl in 28,72 g Trockensubstanz 
Jaraus ergeben sich 0.4249 g NH, und 0.3497 q NH,-N in 100.4 Trocken- 
substanz. 


0.4025 g 28,72 ¢ Trockensubstanz 


3 


Untersuchung von SiBwasserplankton (Lunzer-See). 50 ¢ Plankton 
‘ , a” .. .| NH,Cl 
(feucht) wurden verarbeitet und lieferten 0,0068 g ¥ 4 und kei 
ri ) " erte \CH,NH,HC! 1d kern 
Trimethylaminchlorhydrat. Infolge Mangels an Material muBte auf eine 
weitere Aufarbeitung verzichtet werden. 


B. Untersuch ung von Seewassé rpflanz n. 


I. Braunalgen. 
l. Fucus serratus. 
NH,Cl 
CH,NH,HC! 
1 (CHs),NHCI 


45 ¢ Trockensubstanz lieferten 0,0959 ¢ 


45g Trockensubstanz lieferten 0.0343 ¢ (CH,), NHC. 
das sind 0.0471 q (CHs,), N und 0.0112 q (CH 1, N N in 100 q Trocke naubstanz. 
| NH,Cl 
45 ¢ Trockensubstanz lieferten 0.0616 ¢ CH,NH,HCI. 
das sind 0.1369 g in 100 g Trockensubstanz. 


Methylimidanalysen. 1. 18,659 ¢ des Gemenges von Chlorammon und 
Methylaminchlorhydrat aus 45 ¢ Trockensubstanz ergaben 6,593 mg Ag J. 
Daraus errechnen sich 0,01389¢ CH,NH,HCl in 100g Trockensubstanz. 


2. 8.855 me desselben Gemenges lieferten 4.157 mg AgJ. Das sind 
0.0185 ¢ CH,NH,HCIL in 100g Trockensubstanz. 
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Mittelwerte: 100q Trockensubstanz enthalten 0,0162 ¢ CH,NH.H CI. 
V.0074g CH,N Hy, und 0,0054q CH,NH,-N. 
Salm iakwe rt. 


{ NH,Cl 
(\CH,NH, HCH 


0.0162 ¢ CH,NH.ZHCI  ., l00g 


0.1369 ¢ in 100g Trockensubstanz 


0.1207 ¢ NH,Cl in 100g Trockensubstanz, 
das sind 0.0383 q NH, und 0.0315 q NH,-N in 100q Trockensubstanz, 
3. hucus siculosus. 
| NH,Cl 
CH,NH,HC! 
(CH.),NHCI 
5U g a ss 0.0435 ¢ (CH,),NHCI. 


50 ¢ Trockensubstanz lieferten 0.1047 ¢ 


das sind 0.0537 q (CH,).N und 0,0127q (CH 3),.N-N in 100q Trocken 
substanz. 
NH,Cl 
50g Trockensubstanz ergaben 0©,0612 , | te 
ocke ) t ve ) fc} H,NH,HCl. 
das sind 0,1224 ¢ in 100 g Trockensubstanz. 

Methylimidanalysen. 1. 17,733 mg des Gemenges von Salmiak und 
Methylaminchlorhydrat aus 50 g Trockensubstanz lieferten 7,590 mg AgJ 
Daraus folgen 0,0256g¢ CH,NH,HC! in 100g Trockensubstanz. 

2. 18,624 mg desselben Gemenges lieferten 6.956 g¢ AgJ. Daraus e1 
geben sich 0,0224 g CH, NH,HCl in 100 g Trockensubstanz. 

Mittelwerte: 100 q Trockensubstanz enthalten 0.02409 © H,NH,HCI, 
0,0110g CH,NH, und 0,0050 q CH,N Hy-N. 

Salmiakberechnung. 

{ NH,Cl ‘“e _ 
: : ’ 00 ¢ Trockensubstanz 
| CH,NH, HCI | in 100g Trockensubstanz 
0.0240 ¢ CH,NH,HCI ., 00g 


0.1224 ¢ 


0.0984 ¢ NH,Cl in 100g Trockensubstanz, 


das sind 0.0515 q NH, und 0.0257 q NH,-N in 1009 Trockensubstanz. 


Il. Griinalgen. 

l. Ente romorpha compressa, 

j NHAC 
CH,NH,HC! 
(CH,);NHC! 

23 g in es 0.00388 ¢ (CH,),.NHCI, 


23 ¢ Trockensubstanz lieferten 0,0592 ¢ 


das sind 0,0102 9 (C H,),N und 0.0024 q (CH,).N-N in 100 q Trockensubstan:. 


NH,Cl 
23 ¢ Trockensubstanz ergaben 0,055 | =~ 
3g Trockensubstanz ergaben 0, AE CU NH HCL. 


das sind 0,2409 g in 100 ¢ Trockensubstanz. 


Methylimidanalysen. 1. 14,689 mg des Gemenges von Salmiak und 
Methylaminchlorhydrat aus 23 g Trockensubstanz lieferten 5,035 mg AgJ. 
Dies entspricht 0.0238 ¢g CH,NH,HCI in 100g Trockensubstanz. 








d 


te 
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2. 9,739 mg desselben Gemenges lieferten 4,685 mg AgJ.  Daraus 
folgen 0,0334 ¢ CH,NH,HC! in 100g Trockensubstanz. 
Mittelwerte: 100q Trockensubstanz enthaiten 0.0286 ¢ CH.NH,HCI. 
0,0131g CH,NH, und 0,0059q CH,NH,-N. 
Salmiakberechnung. 
|NH,Cl | 
\CH,NH,HCI 
0.0286 ¢ CH,NH,HCI ., 100¢ 
0.2123 g NH,Cl in 100g Trockensubstanz, 
das sind 0,0675 q NH, und 0,0556q NH,-N in 100q Trockensubstanz. 


0.2409 ¢ in 100g Trockensubstanz 


2. Enteromorpha Linza. 


NH,Cl 
37 g Trockensubstanz lieferten 0.2734 g | CH,NH,HC! 
(CH,),N HCI 
37 ¢ = = 0.0262 g¢ (CHs),NHCI, 
das sind 0,0438 ¢ (CH,),;N und 0,0104g (CH,),N-N in 100g Trocken 
substanz. 
———" us {| NH,Cl 
37 g Trockensubstanz lieferten 0,2472 ¢ CH,N H HCl. 
das sind 0.6681 g¢ in 100g Trockensubstanz. 

Methylimidanalysen. 1. 38,426 mg des Gemenges von Salmiak und 
Methylaminchlorhydrat aus 37 g Trockensubstanz lieferten 4.448 mg AgJ. 
Das sind 0,0074 g CH, in 1 g Gemenge. 

2. 27,424 mg desselben Gemenges lieferten 3.605 mg AgJ. Dies ent- 
spricht 0,0084 g CH, in 1 g Gemenge. 

Mittelwerte: CH, = 0,0079 g in 1 g Gemenge. Dies entspricht 0,0238 g 
CH,NH,HCI, 09,0109 9 CH, N Hy, und 0,0049 g CH,N Hy-N in 100 q Troeken 
substanz. 

Salmiakberechnung. 

(NH,Cl 
\CH,NH,HC! 
0.0238 ¢ CH,NH,HCI ., 100g 

0,6443 g NH,Cl in 100g Trockensubstanz,. 


das sind 0.2047 gq NH, und 0,1686 q NH,-N in 100q Trockensubstanz. 


0.6681 g in 100 ¢ Trockensubstanz 


3. Cladophora rupestris. NH,Cl 
40 ¢ Trockensubstanz lieferten 0.1510 ¢ | CHENHLHOI 
(CH,),NHCI 
40 2 + és 0.0070 ¢ (CH,),NHCI. 
das sind 0.0198q (CH,),N und 0,0025q (CH,),N-N in 100q > Troacken 
substanz. 
i - ; { NH,Cl 
40 ¢9 Trockensubstanz lieferten 0.1480 ¢ | CH,NH,HCL 
das sind 0.3700 g¢ in 100 g Trockensubstanz. 

Methylimidanalysen. 1. 28,398 mg des Gemenges von Salmiak und 
Methylaminchlorhydrat lieferten 2,743 mg AgJ. Daraus berechnen sich 
0.0103 g CH,NH,HCI in 100g Trockensubstanz. 

2. 25,213 mg desselben Gemenges ergaben 1.743 mg AgJ. Das sind 
0.0074 ¢ CH,NH,HCI in 100 ¢ Trockensubstanz. 
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Mittelwerte: 100g Trockensubstanz enthalten 0,0088q CH,NH,HC1, 
0.00109 CH,NH, und 0.0018qg CH,NH,-N. 

Salmiakberechnung. 
{NH,Cl | 
(CH,;N H,HCl) 
0,0088 g CH,NH,HCI ,, 100g 
0,3612 ¢g NH,Cl in 100g Trockensubstanz, 


das sind 0,1148qg NH, und 0.0945 q NH,-N in 100q Trockensubstanz. 


0.3700 g in 100 ¢ Trockensubstanz 


4. Ulva curvata. 


(NH,Cl 
25¢ Trockensubstanz lieferten 0,2556 g (\CH,NH,HCI 
(CH,),;NHCI 
25¢g ‘ os 0,0051 g (CH,);N HCL, 
das sind 0,0126q (CH,),;N und 0,0030q (CH,),N-N in 100q Trocken- 
substanz. 
|NH,Cl 


Dax Troeck . : 9 ieafear 85S 

25g Trockensubstanz lieferten 0.2505 g | _, = : 
\CH,NH,HCI, 

das sind 1,0020 g in 100 g Trockensubstanz. 


Methylimidanalysen. 1. 29,058 mg der Gemenges von Salmiak und 
Methylaminchlorhydrat ergaben 8,192 mg AgJ. Daraus folgen 0,0180 ¢ 
CH, in 1g Gemenge. 

2. 21,980 mg desselben Gemenges lieferten 6.372 mg AgJ. Das sind 
0.0186 g CH, in 1g Gemenge. 

Mittelwerte: CH, 0.0183 ¢ in lg Gemenge. Das sind 0,0825 2 
CH,NH.HCI, 0.0379 g CH,N H, und 0,0171 g CH,N Hy-N in 100 q Trocken- 


substanz. 


Salmiakberechnung. 


NH,Cl 
1,002 | ‘ 

* ICH,NH.HCI 
0.083 ¢ CH,NH,HCI ,, 100g 


0,919 ¢ NH,Cl in 100g Trockensubstanz, 


in 100g Trockensubstanz 


das sind 0,0292 q N H, und 0,0240q NH,-N in 100 q Trockensubstanz. 


Ill. Rotalgen. 
1. Ceramium rubrum. 
(NH,Cl 
CH,NH,HCI 
(CH); NHCI 


20 ¢ Trockensubstanz lieferten 0,3298 g 


20g - ‘ 0,1628 g (CH,),NHCI, 
das sind 0,5030q (CH,),N und 0,1194q (CH ),N-N in 100q Trocken 
substanz. 
{NH,Cl 


20g Trockensubstanz ergaben 0,1670 g ICH. NH HCI 
34’ Fig , 


das sind 0,8350 g in 100 g Trockensubstanz. 


Methylimidanalysen. 1. 27,846 mg des Gemenges von Salmiak und 
Methylaminchlorhydrat aus 20 g Trockensubstanz lieferten 8,526 mg Ag.J. 
Daraus folgen 0.0736 g CH,NH,HC! in 100 g Trockensubstanz. 
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2. 28.478 mg desselben Gemenges lieferten 8.454 mg AgJ. Daraus 
folgen 0.0714 ¢ CH,NH,HCI in 100¢ Trockensubstanz. 

Mittelwerte: 100 q Trockensubstanz enthalten 0.0725 ¢ CH,NH.HCI 
0.0333 9 CH,N Hy, und 0,0150qg CH,NH,-N. 


Salmiakberechnung. 


— _ (NHACI ; iia 
0.8350 ¢ \CH,NH,HC A in 100g Trockensubstanz 
0,0725¢ CH,NH,HCI ., 100g 


0.7625 ¢ NH,Cl in 100g Trockensubstanz, 
das sind 0,2425q NH, und 0,1995q NH,-N in 100q Trockensubstanz. 
2. Rhodomela subfusca. 
fed H,Cl 
CH,NH,HC! 
(CH,),;NHCI 


10g Trockensubstanz lieferten 0,2627 g 


log P es 0.0800 ¢ (CH,),NH CH. 
das sind 0,4942q (CH,),N und 0,11753q (CH,),N-N in 100q Trocken- 
substanz. 
(NH,Cl 


10g Trockensubstanz ergaben 00,1827 g }-, . ’ 
EB m 8 ‘FP \CH,NHLHCI, 


das sind 1,827 g in 100 ¢ Trockensubstanz. 

Methylimidanalysen. 1. 21,801 mg des Gemenges von Salmiak und 
Methylaminchlorhydrat aus 10 g Trockensubstanz lieferten 7.097 mg AgJ. 
Dies entspricht 0,0208 g CH, in 1g Gemenge. 

2. 18,833 mg desselben Gemenges lieferten 6.243 mg AgJ.  Daraus 
folgen 0,0212 g CH, in 1 g Gemenge. 

Mittelwerte: In 1 g Gemenge sind 0,0210g¢ CH, enthalten. Daraus 
folgen 0.1727 g CH,NH,HCI, 0.0793 9 CH,N H, und 0,0358 g CH,N H.-N 
in 100q T peldenoutetaen. 

Salmiakberechnung. 

{NH,Cl 
ICH, NH, HCl = 
0.1727 ¢ CH,NH.HC] ., 100g 
1.6543 ¢ NH,Cl in 100g Trockensubstanz, 


1.8270 ¢ 100 ¢ Trockensubstanz 





das sind 0.5256 q NH, und 0,4328q NH,-N in 100q Trockensubstanz. 


3. Chondrus crispus. 
o H,f l 
a) 25g Trockensubstanz lieferten 0.1828 g {}CH,NH,HCl 
(CHs),;NHC! 
252 ee ‘“ 0.0081 ¢ (CH;);NHCI, 
das sind 0,0200 g (C H,),N und 0.0048 qg (CH ),N-N in 100 9 Trockensubstanz. 
. hh wan. (NH,Cl 
25 g Trockensubstanz lieferten 0.1747 g , H X HyHel. 
das sind 0,6988 g in 100 g Trockensubstanz. 


Methylimidanalysen. 1. 25.001 mg des Gemenges von Salmiak und 
Methylaminchlorhydrat lieferten 3.673 mg AgJ. Dies entspricht 0.0094 ¢ 
CH, in 1 g Gemenge. 


A)* 








308 R. Kapeller-Adler u. F. Vering: 


2. 24.878 mg desselben Gemenges ergaben 3.06] mg AgJ. das sind 
0.0078 g CH, in | g Gemenge. 

Mittelwerte: CH, 0.0086 ¢ in Ig Gemenge, das sind 60,0270 ¢ 
CH,NH,HCI, 06,0124 9 CH, N H, und 0.0056 q CH,NH,-N in 100 q Trocken 


substanz. 

Salim jakhe re chnung. 
(NH,Cl 
\CH,NH,HC! 
0,0270 g CH,NH,HCI ., 100g 


0.6718 ¢ NH,Cl in 100g Trockensubstanz 


0.6988 g in 100g Trockensubstanz 


das sind 0.2135 9 NH, und 0,1758q NH,-N in 100 q Trockensubstan:. 
NHAC! 

CH,NH,HC1 
l(CH,).NHCI 

25g = es 0.0060 g (CH,);NHCI, 


b) 25 g¢ Trockensubstanz lieferten 0.1931 g 


das sind 0,0148q (CH,),N und 0.0035q (CH 3);N-N in 100q Trocken 
gubstanz. 
- NH,Cl 
25 ¢ Trockensubstanz lieferten 0.1871 5 = ee 
>g Trockensubstanz lieferten l le \¢ H,NH,HC. 
das sind 0.7484 g in 100 g Trockensubstanz. 


Methylimidanalysen. 1. 25,385 mg des Gemenges von Salmiak und 
Methylaminchlorhydrat aus 25 g Trockensubstanz lieferten 3.669 mg Ag J. 
das sind 0,0093 g CH, in 1 g Gemenge. 

2. 31,243 mg desselben Gemenges ergaben 5,099 mg AgJ. das sind 
0.0104 ¢ CH, in lg Gemenge. 

Mittelwerte: CH, = 0.0099g in lg Gemenge, das sind 0,0333 g 
CH,NH,HCI, 0,0153 g CH,N H, und 0.0069 ¢ CH,N H,-N in 100 q Trocken- 
substanz. 

Salmiakberechnung. 
sa {NH,C! 
0.7484 8 \CH,NH,HCI 
0.0333 ¢ CH,;NH,HCI .. 100g 


0.7151 g NH,Cl in 100g Trockensubstanz, 


| ° Co 
, in 100g Trockensubstanz 
; 


das sind 0.2272q NH, und 0.1871q NH,-N in 100 q Trockensubstanz. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurden verschiedene Vertreter von SiBwasser- und See- 
wasserpflanzen und SiBwasserplankton auf einen etwaigen Gehalt 
an methylierten Aminen gepriift. 

2. Zwischen den SiPwasser- und Seewasserpflanzen besteht ein 
wesentlicher Unterschied im Chemismus, gekennzeichnet dadurch, 
daB nur die letzteren Trimethylamin enthalten. Monomethylamin findet 
sich in beiden Pflanzentypen, wenngleich bei den Seepflanzen in gréBerer 
Menge. Die Ammoniakwerte sind allenthalben, weil regellos schwankend, 
als uncharakteristisch anzusehen. 
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3. Der Methylamingehalt der untersuchten SiBwasserpflanzen 
bewegt sich zwischen 1,5 und 4 mg fiir 100g Trockensubstanz. Der 
Methylaminwert der Elodea ist auffallenderweise viel héher (30 mg 
fir 100 g Trockensubstanz). 

4. SuBwasserplankton enthalt kein Trimethylamin, Ammoniak 
und Methylamin nur in Spuren. 

5. Von den Seealgen gelangten einzelne Vertreter von Griin-, 
Braun- und Rotalgen zur Untersuchung. Der Trimethylamingehalt 
der Griinalgen bewegt sich zwischen 10 und 44 mg, der Monomethy!l- 
amingehalt liegt zwischen 11] und 40 mg fiir 100g Trockensubstanz. 
Die Braunalgen enthalten rund 50 mg Trimethylamin und etwa 10 mg 
Monomethylamin. 

Auffallende Ergebnisse wurden bei der Untersuchung der Rotalgen 
gewonnen. Wahrend zwei Vertreter dieser Gruppe Ceramium rubrum 
und Rhodomela subfusca tber einen sehr groBen Trimet hylamingehalt 
verfigen (rund 0.5g Trimethylamin in 100g Trockensubstanz) ist 
der Trimethylaminwert der Rotalge Chondrus crispus relativ sehr 
niedrig (17 mg in 100 g Trockensubstanz). Die Monomethylaminwerte 
der untersuchten Rotalgen liegen zwischen 14 und 80 mg fiir 100g 
‘Trockensubstanz. 

6. Fur die Menge der in den Seepflanzen auftretenden methylierten 
Amine sind gewisse verwandtschaftliche Beziehungen nicht mabgebend. 

7. Es werden Fiitterungsversuche mit Trimethylaminchlorhydrat 
an Goldfischen und groBen ungarischen Wasserfréschen beschrieben 
und die Methodik der Fiitterung geschildert. 

8. Es konnte gezeigt werden, dab nach Fiitterung von Trimethyl- 
aminchlorhydrat im Muskel des Kaltbliiters geringe Mengen Trimethvyl- 
amin deponiert werden. 

9. Es wird die Méglichkeit der Herkunft der in den Seefischen 
vorhandenen methylierten Amine und des Trimethylaminoxyds aus 
der Nahrung erértert, wenngleich auch andere biologische Méglichkeiten 
sicherlich nicht auszuschlieBen sind. 


Die Ausfiihrung vorliegender Untersuchungen ware uns unmoglich 
gewesen, wenn uns nicht Herr Leopold v. Portheim. Vorstand der botanischen 
Abteilung der Biologischen Versuchsanstalt der Wiener Akademie der 
Wissenschaften, liebenswiirdigerweise mit dem erforderlichen Pflanzen 
material versehen hatte. Fiir seine Bemiihungen und seine wertvollen 
tatschlage. welche er uns in weitgehender Weise zuteil werden lieB. méchten 


wir ihm auch an dieser Stelle unseren herzlichen Dank aussprechen. 








Zur gasometrischen 
Bestimmungsmethode der Aminogruppen nach D. D. van Slyke. 


Von 
Konrad L. Zirm. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 19. Oktober 1951.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei der Bestimmung der Aminogruppen mit der von LD). D. van 
Slyke! angegebenen Apparatur steht man haufig vor der Aufgabe, 
eiweiBhaltige Fliissigkeiten zu untersuchen. Bei der Bestimmung 
ist das oft heftige Schiumen so stérend, 
daB es bisweilen unmdglich ist, sie aus- 
zufiihren. Zur Schaumbekimpfung wird 
Octyl- oder Caprylalkohol empfohlen. Es 
bestehen zwei Méglichkeiten, den Alkoho! 
in das ReaktionsgefaB zu bringen: Ent- 





Trichterrohr fur 
Ohtylalkoha/ 


weder durch das seitliche, trichterartige 
GefiB, das zum Einbringen des Eisessig 
und der Natriumnitritlésung dient oder 
durch die Mikrobiirette, nachdem die 
Untersuchungsfliissigkeit in das Reak- 
tionsgefaB eingebracht ist. Beide Wege 
sind umstandlich und unvollstandig, um 
so mehr es haufig vorkommt, daB man 
den Octylalkohol beim Austreiben der 
Luft aus dem ReaktionsgefaB verliert, da 
ec sich in der obersten Schicht des Eis- 
essig-Natriumnitritgemisches befindet. Diese Schwierigkeiten lassen sich 
leicht durch eine kleine Anderung der Apparatur beseitigen (Abb. 1). 
Sie besteht in einem seitlich in das ReaktionsgefaB eingeschmolzenen 














Abb. 1. 


' Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmethod. Abt. 1, H. 1, S. 268 
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Glasrohr mit Hahn, das sich zu einem kleinen Trichter erweitert. Das 
Glasrohr hat eine innere Weite von ungefahr 1,5 mm. Die GréBe des 
Trichterrohres ist so gewahlt, daB es 0,5 bis 1,0 cem faBt. Durch das 
kleine Trichterrohr wird nach dem Einbringen der Untersuchungs- 
fliissigkeit aus der Mikrobiirette in das ReaktionsgefaB bei schiumenden, 
eiweiBhaltigen Fliissigkeiten 1 Tropfen Octylalkohol zugetropft und 
dann die Bestimmung durchgefiihrt. Wenn die Octylalkoholmenge 
nicht geniigt, ist es leicht, einen weiteren Tropfen in das Reaktions- 
gefaB zu bringen. Bei nicht schiumenden Untersuchungsfliissigkeiten 
wird das Trichterrohr mit Wasser gefillt. Auf diese Weise gelingt es 
auch, unverdiinntes Blutserum oder 10°, Caseinlésung zu untersuchen. 

Bei schwacheren Eiweibkonzentrationen, die jedoch auch ein 
Durchfiihren der Bestimmung wegen zu starken Schiumens unmdglich 
machen, gelingt es, ohne Octylalkohol auszukommen, 
wenn man in den obersten Teil des ReaktionsgefaiBes ein 
Platinnetz von 0,25 mm Maschenweite einschmilzt (Abb. 2). 

Der sich bildende Schaum steigt bis zum Netz, das die 
Blasen zum Springen bringt. Auf diese Weise gelang es,  (Aotnnet 
Serumkonzentrationen bis 10°, und 0,8 °ige Caseinlésungen 
ohne st6érende Schaumbildung zu untersuchen. Bei héheren 
EiweiBkonzentrationen reicht das Drahtnetz nicht mehr Abb. 2 
voll aus. Auch ist bei hohen EiweiBkonzentrationen die 

Flockung so grob, daB beim Ubertreiben des Gases in die Gasbiirette 
sich die Maschen des Netzes leicht verstopfen !. 

Die Verwendung eines Drahtnetzes bzw. einer Drahtnetzrolle 
hat sich sehr gut bei Vakuumdestillationen stark schiumender organi- 
scher Fliissigkeiten bewahrt. Fliissigkeiten, die bei der Destillation 
so stark schaumten, das der Schaum in das Destillationsrohr stieg, 
konnten durch das Einbringen einer kleinen Drahtnetzrolle in den 
Thermometerhals des Claisen-Kolbens einwandfrei destilliert werden. 


* Der modifizierte Apparat wird von der Firma Han/ff u. Buest, Berlin, 
hergestellt. 

2 Kupfer, Krupp-Stahl oder Platin je nach der zu destillierenden 
Substanz. 








Eine titrimetrische Methode zur Bestimmung der Aminosauren 
im Blutserum. 


Von 
Konrad L. Zirm und Johann Benedict. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 19. Oktober 1931.) 


Die Kenntnis des Aminosiurespiegels im Blut ist fiir den Kliniker 
von groBber Bedeutung. Die bisherigen Methoden liefern jedoch keine 
befriedigenden Resultate. Bei der gasometrischen Bestimmung der 
Aminoséuren nach D. D. van Slyke (1) sind oft die gefundenen Werte 
zu hoch. Auch die neue manometrische Bestimmungsmethode gibt zu 
hohe Werte, da nach van Slyke (2) in der Zeit, in der die Aminoséiuren 
mit HNO, quantitativ reagieren, unter normalen Bedingungen etwa 
7°, des Harnstoff-N mitgespalten werden. Bei mehr als 50 mg-°,, 
Harnstoff ist es notwendig, ihn zuerst mit Urease zu_ entfernen. 
Mc Pherson und F. P. Brooks (3) geben der Folinschen Methode (4) 
den Vorzug und bezeichnen die nach der van Slykeschen Methode 
gefundenen Werte als nicht zuverlissig. Untersuchungen von Re und 
Potick (5) haben jedoch gezeigt, daB die Methode nach Folin nur 
innerhalb 5 bis 6 mg-°,, Aminostickstoff im Serum zuverlassige Werte 
gibt. Bei Natriumwolframat und Schwefelsdure als EnteiweiBungsmittel 
fanden sie, daf die zum Normalserum zugegebene Aminosiuremenge 
nur bis 50°, wiedergefunden werden kann. Die Methode nach 
I. Bang (6) erlaubt nur eine annahernde Bestimmung des Aminoséuren- 
spiegels. Auch die kolorimetrische Bestimmung nach Herzfeld (7) und 
Frey (8), welcher die Ninhydrinreaktion zugrunde liegt, gibt nach 
K. Hellmuth (9) keine verwendbaren Werte. 

Zur Bestimmung des Aminosaurespiegels im Blutserum verwenden 
wir das Prinzip der von Linderstrom-Lang (10) angegebenen Methode. 
Diese beruht auf der Titration ,,aller einigermaBen stark basischen 
stickstoffhaltigen Gruppen‘’ mit alkoholischer Salzsaure in aceton- 
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haltiger Flissigkeit, unter Verwendung von «-Naphthylrot (Benzol-azo- 
z-naphthylamin) als Indikator. In einer spaiteren Arbeit (11) empfahl 
Linderstrom-Lang als Indikator auch 2, 4, 2’, 4’, 2’’-Pentamethoxy- 
triphenylearbinol nach H. Lund. 


Bei der Bestimmung der Aminosduren im Blutserum gingen wir 
folgendermaBen vor: Die zu untersuchende Menge Blutserum wurde 
nach P. Rona und Michaelis (12) mit kolloidalem Eisenhydroxyd 
in der Hitze enteiweiBt. Das eiweib- und eisenfreie, vollkommen klare 
Zentrifugat wurde bis zur Trockne am Wasserbad eingedampft und in 
Wasser gelést. Zur Ermittlung des Aminosiurespiegels im Serum 
war es notwendig, eine Vortitration einzuschalten. Bei dieser werden 
die in Wasser gegen a«-Naphthylrot als Indikator basisch reagierenden 
Bestandteile der Untersuchungsfliissigkeit, die aus dem Blut und dem 
Kisenhydroxyd stammen, bis zum Umschlagspunkt des Indikators 
gegen eine Wasserkontrolle mit alkoholischer Salzsiure titriert. Dann 
wurde Aceton zugesetzt und mit Salzsaure bis zur Farbgleichheit gegen 
eine zweite acetonhaltige Kontrolle titriert. 


Austfiihrung der Bestimmung. 


3cem Blutserum werden im Erlenmeyerkolben mit 12 ccm Wasser 
verdtinnt, erhitzt und mit 5cem 10° ig. Ferrum oxydatum dialysatum 
Merck unter kraftigem Schiitteln und tropfenweiser Zugabe des Eisen 


hydroxyds gefallt. Die noch heiBe Flissigkeit wird sofort vom ge- 
fallten EiweiB abzentrifugiert. 10cem des eiweiB- und eisenfreien, 


wasserklaren Zentrifugats ( 15cem Serum) werden in ein Becherglas 
von 50cem Inhalt tiberfiihrt und am Wasserbad bis zur Trockne ein- 
gedampft. Der Riickstand wird in 2cem Wasser gelést, mit 4 Tropfen 
z-Naphthylrot (0,1°, in Alkohol) versetzt und gegen eine Wasserkontrolle 
mit n/40 alkoholischer Salzsiure aus einer Mikrobiirette titriert. Als 
Kontrolle (1) zur Vortitration wird ein Becherglas mit 2 cem Wasser und 
4'Tropfen «-Naphthylrot beschickt und mit 0,01 cem n/40 HCL zu Um- 
schlag gebracht. Gegen diese Kontrolle erfolgt die Vortitration. Dann 
versetzt man die nun vortitrierte Untersuchungsfliissigkeit mit 30 ecm 
Aceton und titriert gegen eine neue Kontrolle (117), die folgendermaBen 
hergestellt wird: In ein Becherglas von 50cem Inhalt bringt man 2 eem 
Wasser, 30cem Aceton und 4 Tropfen «-Naphthylrot und titriert nun 
mit 0,30 cem n/40 alkoholischer Salzséiure die Kontrollfliissigkeit auf die 
Indikatorfarbe Orange. Die Untersuchungsfliissigkeit wird dann auf die 
gleiche Nuance gebracht. Der Gebrauch von 2, 4, 2’, 4’, 2’-Pentamethoxy 
triphenylearbinol nach H. Lund! als Indikator hat den Vorteil, da8 man 
ohne Kontrollésungen arbeiten kann: doch ist dieser Indikator in Wasser 
unléslich und der beginnende Umschlag mit n/40 HCl etwas schwierig zu 
erkennen. Die gefundenen Werte stimmen mit den mit %-Naphthol als 
Indikator erhaltenen iiberein. 


wae . . + . . 
1 Fiir die freundliche Uberlassung von Pentamethoxytriphenylearbinol 
sind wir Herrn H. Lund zu Dank verpflichtet. 
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Berechnung. 

Von dem bei der Titration im acetonischen Milieu gefundenen 
Wert werden 0,30 ccm, die zur Indikatorfarbe Orange der Kontrolle 2 
verbraucht wurden, abgezogen. 1,0 cem n 40 alkoholischer HCl ent- 
spricht 0,35 mg N. Da die zur Titration gelangte Fliissigkeitsmenge 
1,5 ccm Serum entsprach, ist die verbrauchte Menge Saure mit 0,35 
und 66,67 zu multiplizieren, um die Milligrammprozent Amino-N zu 
erhalten. 
3cem Serum, 

12... Wasser, 


5 ,, 10° ig. Eisenhydroxyd. 


Be is pie 1: 


Vom enteiweibten Zentrifugat 10 cem (= 1,5 Serum) eingedampft. 
mit 2ccm Wasser gelést und gegen «-Naphthylrot titriert. 

Kontrolle I: 2cem Wasser, 4 Tropfen «-Naphthylrot, 0,01 ccm 
n.40 alkoholische Salzsaure. 


Kontrolle Il: 2 cem Wasser, 30 ccm Aceton, 4 Tropfen «-Naphthyl- 
rot, 0,30 cem n/40 alkohol. HCL 


Gegen Kontrolle 1 in Wasser verbraucht: 0,05 cem n/40 HCI. 


Gegen Kontrolle 2 in Aceton verbraucht: 0,565 ceem n 40 HCl. 
0,565 — 0,30 = 0,265 cem n 40 HCI. 


Berechnet: 6,18 mg-°,, Amino-N. 

Parallelbestimmung: 6,30 mg-°,, Amino-N. 

Aus der groben Anzahl von Bestimmungen geben wir nur einige 
wieder. Die untersuchten normalen Blutsera ergaben einen Amino- 
Stickstoffspiegel von 5,4 bis 8,0 mg-°,. Die Parallelbestimmungen 
differieren um 0,1 bis 0,4°,. 


Tabelle I. 





Normales Blutserum 1,5 ecm 


Versuch I 7 Ta IV 
; { 0.270 0,249 0,260 0.265 
cem n40 HCL alkohol. 0255 0.230 0260 0270 
| 3.30 5,60 6.06 6.15 


mg-%o Amino-N 5.95 5.36 6.06 6.30 


Zur Kontrolle der Methode wurden die zur Titration gelangten 
Blutsera, teils mit der Bestimmungsmethode nach van Slyke, teil- 
nach Folin untersucht. Das nach van Slyke untersuchte Blutserum 
wurde nach Rona und Michaelis enteiweibt. 
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Bestummung der Aminosauren im Blutserum 






Tabelle 11. 














: ; ‘it etrische 
! van Slyke Folin ri + mo ‘ 
» 
ng Amino-N 
) Normales Serum I . . 6.50 5.95 5,77 
. . a ee 7,30 6.74 
rs _ fa 8,25 7,09 7,16 
I Lebercirrhose — 11.40 9.90 11.25 
Wie aus den Bestimmungen nach van Slyke hervorgeht, liegen 
bei dieser Methode die gefundenen Werte stets etwas héher, was woh! 
in der teilweisen Mitbestimmung des Harnstoff-N, wie es van Slyke 
hervorhebt, seinen Grund haben diirfte. Die mit der Folinschen 
Methode erhaltenen Werte stimmen mit den mit der titrimetrischen 
Methode ermittelten bei Serum mit normalem Aminostickstoff gut 
i iiberein. Bei Serum mit zugesetztem Alanin konnten auch wir die zu- 
gesetzte Alaninmenge mit der Methode nach Folim nicht immer quanti- 
tativ wiederfinden, was mit den Befunden von Re und Potick iiberein- 
- stimmt. Zur weiteren Kontrolle unserer Methode wurden Normalsera 
mit bekannten Mengen Alanin versetzt und der Amino-N-Gehalt nach 
unserer Methode bestimmt. 
Labelle 111. 
com n 40H mig- Atanin 
alkoholisch Amino-N weet es funden 
| a 0.260 6,06 - 
mit 1,.9385mg Alanin 0,720 16,80 958,89 
= . re eae a 0,270 6,30 
, * . mit OSSOmg Alanin 0.665 15,52 99.87 
. 
a Wie aus Tabelle III] hervorgeht, konnten wir von der dem Serum 


zugesetzten Alaninmenge 98,8 bis 100°, wiederfinden. Harnstoff-N 
wird nach dieser Methode bis zu 1°,, mittitriert, was bei einem Gehalt 
von 10 mg-°, Harnstoff-N des Blutserums den geringen Fehler von 
— 0,1°, macht. 

Die angegebene Methode laBt sich auch zur Bestimmung des 
Amino-N-Gehalts in anderen Koérperflissigkeiten anwenden. 


0 


| Literatur. 
: 1) Journ. of biol. Chem. 9% 185, 1911; Abderhaldens Handbh. d. biol. 
i Arbeitsmethod. Abt. I. H. 1, S. 263. 2) Journ. of biol. Chem. S838, 425. 
1929. 3) Journ. Labor. and clin. Med. 14, 860, 1929. 4) Journ. of biol. 
Chem. 51, Nr. 2, 1922. 5) Rev. Soc. argent. Biol. 5, 725, 1929. 6) Mikro 
‘n methoden 1926. 7) Diese Zeitschr. 59, 249, 1914. 8) Arch. f. Geynak. 
ils 126, 383, 1925. 9) Klin. Wochenschr. 6, Nr. 32, 1507, 1927: Arch. f. 


Grynak. 130, 585, 
daselbst 174. 27 


ii 


5, 1927. 10) Hoppe-Seyler 173, 32, 1928. 11) Eben 
5, 1928. 12) Diese Zeitschr. 7, 332, 1908; 14, 479, 1908. 
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Die Wirkungsweise des Calciums. 


l. Mitteilung: 


Die Wirkung von intravenésen Calciumsalzeinspritzungen auf das Herz you 

Rindern mit gestértem mineralem Regulierungsmechanismus. Die Abhingig- 

keit der Herzwirkung des Caleiums von der mineralen Zusammensetzung des 
Blutserums. 


Von 
L.. Seekles, B. Sjollema und F. C. van der Kaay. 


Aus dem Laboratorium fii medizinische Veterinarchemie und der Klinik 


fiir tierdrztliche Obstetrie und Gynakologie der Reichsuniversitét Utrecht 


(Fingegangen am 20. Oktober 1931.) 
Mit 4 Abhildungen im Text. 


Im vorigen Jahre wurden tiber die Stérungen des minerales 


Regulierungsmechanismus bei zwei Krankheiten des Rindes — de: 
Gebirparese und der Grastetanie — in dieser Zeitschrift schon Mit- 


teilungen! gemacht. Die weitere Untersuchung ergab eine Beziehung 
zwischen der Herzwirkung des intravendés zugefiihrten Caleiums und det 
mineralen Zusammensetzung des Blutserums. Die klinischen Re- 
sultate sowie die Versuchsprotokolle sind schon am anderen Orte ver- 
éffentlicht worden?; in der vorliegenden Arbeit beschaftigen wir un- 
mit der Biochemie dieses Problems. 


‘Ein Zusammenhang zwischen der Herzwirkung des intravendés zu 
gefiihrten Caleiums und der mineralen Zusammensetzung des Blutes diirft: 
a priori als nicht unwahrscheinlich erachtet werden. Es ist ja bekannt 
daB Durchstr6mungsversuche an isolierten Herzen oder an Herzen in Situ 
eine deutliche Abhangigkeit zeigten zwischen der Zusammensetzung de! 
Durchstr6émungsfliissigkeit und der Kontraktionsart der Herzmuskel. 

Es wire auch denkbar, da8 die Durchstr6mung mit Blut von anormale: 
mineraler Zusammensetzung, welche manchmal schon stundenlang vor 
der Behandlung mit CaCl, stattgefunden hat, die Empfindlichkeit des 
Herzens fiir Calciumchlorid andern wiirde, mit als Erfolg einer anormalen 
Reizleitung wahrend der Injektion des Calciumsalzes, d.h. das Auftreten 
von Arhythmien. Das Stadium sowie die Dauer der Krankheit wiirden 


' B. Sjollema u. L. Seekles, diese Zeitschr. 229, 358, 1930. 
2 L. Seekles, B. Sjollema u. F.C. van der Kaay, Tijdschr. voor Dier 
geneesk. 57, 1229, 1285. 1341, 1930. (Mit einer Zusammenfassung in deutscher 


Sprache. ) 
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in diesem Falle einen EinfluB ausiiben konnen. Dieser Zusammenhang 
ist nach unseren Untersuchungen nicht anzunehmen. 

Als dritte Méglichkeit ware eine extrakardiale Beeinflussung anzu 
nehmen, eine in verschiedener Weise zum Ausdruck kommende Wirkung 
des zugefiihrten Calciumchlorids auf das vegetative System. Die nervése 
Regulierung des Herzens wiirde in diesem Falle auBer von der mineralen 
Blutzusammensetzung auch beeinfluBt werden von der mineralen Zu 
sammensetzung der CGewebe. Wir haben diesen Zusammenhang nicht 
untersucht. 


Methodisches. 


Ks wurde vor der Einspritzung eine Blutprobe der V. jugularis ent 
nommmen ; im Serum bestimmten wir die Calcium-, anorganischen Phosphor 
und Magnesiumwerte nach den schon erwihnten Methoden!. Die Herz 
trequenz wurde auskultatorisch nach der Methode von Danielopolu be 
stimmit *. 

Versuchsteil. 
I. Ge bdr pare se. 
a) Die Herzfrequenzkurven nach der intravenésen Einspritzung 
von Calciumsalzen. 


Wu konnten hier zwei Haupttypen und zwei Nebentypen unter- 
scheiden (Abb. 1). 

Typus I, der normale, ungefaihrliche Typus, bei dem die Frequenz 
wahrend oder (und) kizere Zeit nach der Injektion der Calciumsalzlésung 
sinkt und der Rhythmus meistens ungestért bleibt. 


190 


| 
170+ 











10 . . he 2 ae es, 
Minute! 





Abb. 1 
Herzfrequenzkurven bei der Gebirparese. 


Die Pfeile deuten das Ende der Injektion an. 


Typus II, der gefahrliche Typus, bei dem wahrend der Injektion 
und kiirzere Zeit nachher die Frequenz sehr stark steigt und eine sehr 


' B. Sjollema u. L. Seekles, 1. ¢. 


2 D. Danielopolu, Klin. Wochenschr. 7. 1748, 1928. 
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betrachtliche Arhythmie auftritt, d.h. die normale’ Reizleitung im 
neuromuskulaéren System ist gestért (Herzblock). Die hohe Frequenz 
kann sich ausnahmsweise plétzlich bis auf Null senken: es erfolgt systoli- 
scher Herzstillstand '. 

Es gibt dann noch zwei Zwischent ypen: 

T ypus A, in dem nach einer Erniedrigung der Frequenz eine Steigerung 
folgt. Der Rhythmus kann dabei gestért oder ungestért sein; dieser Typus 
ist ungefahrlich. 

Typus B, in dem die Frequenz sich wenig oder gar nicht andert. 
Rhythmus ist meistens nicht gestért, der Typus ist ungefahrlich. 


Det 


Von den 37 Fallen von Gebarparese zeigten 19 Tiere den Typus I, 
% Tiere den Typus A, 6 Tiere den Typus B und 3 Tiere den Typus IT 

Der Herzrhythmus war nicht gestért in 18, wurde unregelmabBig 
in 9 und sehr unregelmaBig in 10 Fallen. 

Es kam nach dieser ersten Einspritzung mit Ca Cl, bei sieben Kiihen 
innerhalb 24 Stunden ein Rezidiv vor. Typus I zeigte sich bei de: 
zweiten Calciumchloridinjektion in fiinf, Typus II in zwei Fallen 
Die Herzwirkung war regelmabig bei zwei, unregelmabig bei vier Tieren 
und sehr unregelmaBig bei einem Tier. 


Tabelle I. 


Gebarparese; erste Einspritzung von Calciumchlorid. 








CaCl, krist 


uae . 1s 4g 37g 30-35¢ -30g We 2x We 
Zahl * , ¥ ’ 
der Falle |! 1 2 I I 2 I 2x1 
Typus ATL Art (218 A:5 B:4 1:2 Ast Bet Ist West) B:2 

i ec8s). etl ‘- Fos 

der a:l mr a:3 Fi eea:2 sa:1 iea:1 | A:1 | sa:1| r:2 
Kurve | sa:2 

sa:2'sa:1|' "~*~ sa:l 


r = regelmafig; a = arhythmisch: s a = sehr arhythmisch. 


* 2 ¢ Calciumgluconat und 40 g Calciumlactat. 
Parathormone *** Dieselbe Kuh, zweimal injiziert, 10 Min. nacheinander. 


Tabelle II. 


Gebarparese; zweite Einspritzung von Calciumchlorid (Rezidivfalle). 


** 10g CaCl, krist. und 200 Einheiter 





Eingespritzt CaCl, krist. 


40g % g 
Zahl der Falle 6 ] 
I:5 II: 1 Il: 1 
, - r:2 
[ypus der Kurve - ; 3 e:] sa:l 
. ned 


’ 


1 In unseren Versuchen ist dieser Herzstillstand nicht vorgekommen 
Er ist aber vereinzelt von Tierarzten wahrgenommen. 
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In den 37 Fallen, wo das Calciumchlorid zum ersten Mal ein- 
gespritzt wurde, kommt der Typus I] nur dreimal, in den 7 Rezidiv- 
fallen derselbe Typus Il zweimal vor. also relativ haufiger. Diese 
Tatsache kénnte vielleicht dadurch erklart werden, dab die wiederholte 
Calciumchloridinjektion pradisponierend wirkt fiir das Auftreten 
von Typus II, oder dab die erste Calciuminjektion das Herz funktionell 
schadigt. 


EinfluB des Alters der Versuchstiere, sowie des Stadiums det 
Krankheit auf die Herzfrequenzkurve. 


Es konnte kein Zusammenhang festgestellt werden. 


Die Beziehung zwischen dem Rhythmus der Herzwirkung 
bzw. dem Frequenzkurventypus und der mineralen Zusammen- 
setzung des Blutserums. 

Es konnte zwischen dem Herzrhythmus und der mineralen Blut- 
zusammensetzung kein Zusammenhang festgestellt werden (Tabelle I11). 

Was die Beziehung von den Kurventypen zu der mineralen 
Zusammensetzung des Blutserums betrifft, so geht aus der Tabelle II] 
hervor, daB beim Typus 1 die Ca-Werte von 3,9 bis 7,9 


Mittel 4,98 wechseln, die anorganischen P-Werte von 0,45 bis 5,1 
Mittel 2,21 —. die Mg-Werte von 1,5 bis 3,4 — Mittel 2,53 mg-°,. 


Beim Typus II sind diese Zahlen: Ca 3.7 bis 4.9 — Mittel 4,32 
inorganischer P 2.0 bis 5.4 — Mittel 3.98 —,. Mg 1.8 bis 3.3 Mitte] 
2,85 mg-" 9. 





Fir Typus A wurde gefunden: Ca 3,8 bis 5,1 Mittel 4,46 
anorganischer P 0,9 bis 6,4 Mittel 2.32 --, Mg 2,2 bis 3.4 — Mittel 
2,75 mg-°%. 

Die Zahlen fur Typus B sind: Ca 3.0 bis 6,8 Mittel 5.17 
anorganischer P 1,4 bis 5,5 — Mitte] 2.91 —,. Mg 2,1 bis 3.0 Mittel 


2,52 mg-% >. 
Tabelle LV zeigt diese mittleren Zahlen, umgerechnet auf Atom- 
lon-)Prozente. 
Tabelle 1V. 


(rebarparese; mittlere Blutserumwerte fiir die vier Frequenzkurventypen. 





Ca PO, Mg Summe 
(g-Atome, -lonen 


i) 


rypus I 41.5 23,7 34,8 0,299 
rypus I ; 39,6 36.3 33,1 0,353 
SS Te ; 38.4 25,0 36,6 0,300 
l'ypus B . 39,4 28,8 31,8 0,327 


Beim (theoretischen) Ubergang von Typus I nach Typus II sinkt 
also der Ca-Gehalt regelmaBig von 41.5 itiber 39.4 (Typus B) und 38.4 
Biochemische Zeitschrift Band 243. 
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(Typus A) bis 30,6°,. Der anorganische Phosphatgehalt steigt hierbei 
regelmaBig von 23,7 tuber 25,0 (Typus A) und 28,8 (Typus B) bis 
36,3°,. Der Mg-Gehalt ist in den Typen I und II fast derselbe, beim 
Typus A ist er ein wenig héher, beim Typus B etwas niedriger. 

Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dab der vor der Injektion 
vorkommende Gehalt des Blutserums an Ca, anorganischem P und Mg 
eine Pridisposition bildet fiir das Auftreten eines bestimmten Frequenz- 
kurventypus. Die TypenI und II, welche, was die Herzwirkung an- 
betrifft, die grdBten Verschiedenheiten aufweisen, sind auch chemisch 
durch die grépten Differenzen gekennzeichnet. Die Typen A und B. 
welche als Zwischentypen aufgefapt wurden, kommen vor in Fallen, div 
auch chemisch als Zwischenzustinde zwischen den Typen I und I] zu 
deuten sind, 

In der bekannten Weise wurden in Abb. 2 alle Falle der vier Typen 
graphisch dargestellt. 

Poy 
































Abb. 2. 
Gebirparese. Die Abhaingigkeit der Frequenzkurventypen von der mineralen Zusammen- 
setzung des Blutserums vor der Calciumsalzinjektion. 


© = Typus!I; © = Typusll; 3 = TypusA; = Typus B. 


In Abb. 2 liegt einer der Punkte (@) vom Typus I im Gebiet des Typus II. 
Dieser Fall (Nr. 44) ist der einzige vom Typus I, in dem, schon wahrend 
der Injektion, die Herzwirkung so arhythmisch wurde, da8 die Einspritzung 
fiir eine kurze Zeit ausgesetzt werden muBte. Vielleicht wurde das Herz 
dieses Tieres von anderen Faktoren beeinfluBt, die bei der Gebarparese 
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meistens keine, bei der Grastetanie aber eine sehr groBe Rolle spielen' 
und die eine Uberempfindlichkeit der Tiere veranlassen. Ein Punkt vom 
Typus II liegt im Gebiet vom Typus I. Die Ursache davon ist nicht 
bekannt. 

Die Gebiete im Raume von den TypenI und II sind fast ganz 
voneinander getrennt. Fir die Typen A und B fallen die Gebiete 
gréBtenteils mit dem Gebiet fiir Typus I zusammen. Das Gebiet von 
Typus B bedeckt fiir einen kleineren Teil noch das Gebiet fiir Typus II. 

Der Unterschied zwischen den verschiedenen Gebieten wird noch 
etwas groéBer, wenn man die minerale Zusammensetzung des Blut- 
serums nach der Calciuminjektion graphisch darstellt. Die Gebiete 
im Raume von den Typen I und II sind jetzt ganz voneinander getrennt. 

Es wurde bei der Berechnung der Ca-Werte, wie sie nach der 
Injektion sind, angenommen, daB die intravenése Injektion von je 10g 
kristallisiertem CaCl, den Ca-Wert des Blutserums im Mittel um 
1,8 mg-°%, erhéht? (Abb. 3). 


POy 


























Ca 





Abb. 3. 
Gebiirparese. Die Abhingigkeit der Frequenzkurventypen von der mineralen Zusammen- 
setzung des Blutserums nach der Calciumsalzinjektion. 


= TypusI; © = TypusII; 4s = TypusA; "| = Typus B. 


Aus den Abb. 2 und 3 geht ohne weiteres hervor, dap es bei der Gebdr- 
parese méglich sein mu, durch die Einspritzung einer Mischung von 


} Siehe weiter unten. 
2 Es ist méglich, daB diese Zahl nicht ganz richtig ist ; die Sache andert 
sich dadurch grundsatzlich aber nicht. 
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Calcium- und Magnesiumchlorid im richtigen Verhaltnis das gefahrliche 
Gebiet vom Frequenzkurventypus I] zu vermeiden. 
Nachher wird tiber die experimentelle Priifung dieser Hypothese 
berichtet werden. 
11, Grastetanie. 
a) Die Herztrequenzkurven nach der intravenésen Kinspritzung 
von Calciumsalzen. 

Die Wahrnehmungen bei Grastetanie waren weniger genau als 
bei der Gebarparese, weil die kranken Tiere eine sehr groBbe Erregbarkeit 
zeigten und dadurch plétzlich Herzfrequenzsteigerungen und tonisch- 
klonische Krampfe auftraten. Die genannten Erscheinungen traten 
z. B. manchmal schon nach dem Fixieren des Kopfes oder bei der 
Stauung der V. jugularis auf. Andere Momente als bei der Gebarparese 
spielen also bei der Grastetanie in erhéhtem MaBe eine Rolle in der 
Beeinflussung der Herzfrequenz. Der EinfluB8 der mineralen Blutzu- 
sammensetzung wird bei der Grastetanie fast véllig von diesen anderen 
Faktoren tibertroffen. 

Es wurden bei der Grastetanie dieselben vier Herzfrequenztypen 
festgestellt wie bei der Gebarparese! (Abb. 4). 


Iypet 





1 1 
, 
Minuten 
Abb. 4. 
Herzfrequenzkurven bei der Grastetanie. 
Die Pfeile deuten das Ende der Injektion an. 





Von den 20 Fallen von Grastetanie zeigten 11 Falle Typus |, 
5 Faille Typus II, 1 Tier zeigte Typus A und 3 Tiere Typus B. 

Der Herzrhythmus war ungestért in 15 Fallen. Bei drei Tieren 
trat eine Arhythmie, bei zwei anderen Tieren eine sehr erhebliche 
Arhythmie auf. Tabelle V zeigt die Verteilung der Typen. 


! Der Kurventypus A ist nicht gezeichnet worden. 
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Bei den 16 Rezidivfallen, die innerhalb 24 Stunden nach der 
ersten Calciumchloridinjektion auftraten, kam der Typus I sechsmal 
vor (der Rhythmus war bei vier Tieren ungestért, bei zwei anderen 
gestort). 

Tabelle V. 


Grastetanie. Erste Einspritzung von Calciumchlorid. 





Kingespritzt CaCl, krist 
36g 0g 2xXWe 
Zahl der Fille 

Typus : :2> 

der P i #23 i 
' ‘ft Be r:% F e2t 1 e2% 
Kurve lisa:2 |} a:l 

r= regelmafig; a= arhythmisch: s a= sehr arhythmisch 
In einem Fall keine Wahrnehmung. ** Bei einer Injektion wurden die RKhythmusinde 
rungen nicht beobachtet. “** Je zwei Einspritzungen, jedesmal mit 20g CaCl., bei jeder 
Kuh, etwa eine Viertelstunde nacheinander. 


Typus A trat nicht auf, Typus B viermal (der Rhythmus wai 
immer ungestért). Typus 1] wurde fiinfmal festgestellt (der Rhythmus 
war in zwei Fallen ungestért, in drei anderen gestért). Tabelle VI 


. . . > . 
gibt hiervon eine Ubersicht. 


Tabelle V1. 


Grastetanie, zweite Einspritzung von Calciumchlorid (Rezidivfalle') 





Eingespritzt CaCl, krist 
30 g 2% g 
Zahl 
der Fille 
Typus 
der 
Kurve 


Es konnte auch bei der Grastetanie kein Zusammenhang fest- 
gestellt werden zwischen der Menge des injizierten Calciumchlorids 
und dem Frequenzkurventypus. 

Wahrscheinlich wird das Herz auch bei der Grastetanie durch den 
vorhergehenden Calciumchloridinjektionen wahiend  langerer Zeit 
funktionell geschaidigt, wie aus den Tabellen V und VI hervorgeht. 


b) Der EinfluB des Alters der Versuchstiere, sowie des 
Stadiums der Krankheit auf die Herzfrequenzkurven. 
Es konnte bei der Grastetanie, wie bei der Gebirparese, kein 
Zusammenhang festgestellt werden. 


' In einem Falle keine Injektion. 
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ce) Die Beziehung zwischen dem Rhythmus 
der Herzwirkung bzw. dem Frequenzkurventypus und 
der mineralen Zusammensetzung des Blutserums. 
Aus der Tabelle VII kénnen die mittleren Blutserumwerte der 
drei mineralen Bestandteile fiir die vier Frequenzkurvent ypen berechnet 
werden. Tabelle VIII gibt hiervon eine Ubersicht. 


Tabelle VIII. 
Grastetanie; mittlere Blutserumwerte fiir die vier Frequenzkurventypen 
vor der Calciumchloridinjektion. 





Ca PU, Mg Summe 
( ( (g-Atome, -lonen) 


ivoese i... rae 46.6 46.6 6.8 0.326 

Tse Ti...) Sas 46.7 46,1 7,2 0,323 

Typus A* eae 44,0 51,1 49 0,284 

TypusB ... i 46,1 47.3 6.6 0,321 
* Nur ein Fall. 


Es gibt also nur sehr kleine Differenzen zwischen den mittleren 
Zahlen fiir die vier Kurventypen. 

Bei der graphischen Darstellung konnte, wie zu erwarten war, 
keinerlei Regelmabigkeit in der Gruppierung der Punkte festgestellt 
werden?. 

Eine Berechnung der Blutserumzusammensetzung, wie sie nach 
der Calciuminjektion war, liefert auch nur sehr kleine Differenzen 
fiir die mittleren Zahlen der vier Kurventypen (Tabelle LX). 


Tabelle IX. 
Grastetanie; mittlere Blutserumwerte fiir die vier Frequenzkurventypen 
nach der Calciumchloridinjektion. 





Ca PO, Mg Summe 
0 0 g-Atome, -lonen) 


i.) es 61,1 34,0 49 0.447 
Dee 64,0 31,2 4.5 0,475 
lypus A*. . ee 65,6 31,2 3,2 0,465 
Typus B . ae man 60.4 34,8 4.8 0,437 


* Nur ein Fall. 


Auch hier sind also die Differenzen zu klein, um eine Regel- 
maBigkeit in der Verteilung der Punkte erwarten zu kénnen. 

Es konnte also bei der Grastetanie keine Beziehung festgestellt 
werden zwischen der mineralen Blutserumzusammensetzung und der 
Beeinflussung der Herzwirkung durch eine Calciumsalzeinspritzung. 


] 


Die Abbildung ist wegen Raummangels nicht abgedruckt. 
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Die Feststellung dieser wichtigen Differenz zwischen der Gebar- 
parese und der Grastetanie hangt sehr wahrscheinlich zusammen 
mit der weit gréBeren Erregbarkeit der an Grastetanie erkrankten 
Tiere im Vergleich mit den an Gebiarparese leidenden Kiihen. De: 
KinfluB, der von der Durchstrémungsflissigkeit auf das Herz ausgeiibt 
wird, ist bei der Grastetanie erheblich kleiner als die Beeinflussung 
durch Reize anderen auBeren oder inneren Ursprungs. Der Effekt 
einer Anderung der mineralen Blutserumzusammensetzung wird alsc 
von der Auswirkung der anderen Reize iibertroffen werden. Bei de: 
Gebarparese liegt hingegen eine erniedrigte Erregbarkeit fiir auBere 
(und innere ?) Reize vor, die Umstiande sind bei diesem Syndrom also 
gunstig fiir eine Herzbeeinflussung durch die geinderte Blutzusammen- 
setzung. 

Der Zustand der Muskulatur bei der Grastetanie wird gekenn- 
zeichnet von einer hohen Spannung und groben Labilitét. Viele 
Muskeln zeigen z. B., auch auBer einem Krampfanfall, deutlichen 
Tremor; gewisse Muskeln, z. B. der Schwanz, sind fast stets in kon- 
trahiertem Zustand. Bei der Gebarparese ist die Muskulatur meisten- 
erschlafft!. 

Es fragt sich, ob der Zustand der Muskulatur in den beiden Syn- 
dromen zusammenhangt mit der mineralen Blutzusammensetzung 
d.h. mit dem Verhaltnis der Calcium- und Magnesiumkonzentration, 
die, wenigstens zum Teil, die Héhe des Muskeltonus bestimmt. Ob auch 
das Phosphat hierbei eine Rolle spielt, ist nicht bewiesen. 

Aus Versuchen von Russezky*, angestellt an Personen mit Parkinson 
scher Krankheit (Paralysis agitans), geht hervor. da8 wahrend der intra 
venésen Injektion isotonischer Caleciumchloridlésungen der Tonus des 
M. quadriceps femoris ansteigt und da der Tonus desselben Muskels nach 
der Einspritzung einer isotonischen Magnesiumchloridlésung erniedrigt wird 

Auf Grund von diesen und anderen Wahrnehmungen kénnte man 
bei Gebairparese wegen der starken Erniedrigung der Calcium- und 
Erhéhung der Magnesiumwerte in der Korperfliissigkeit einen er- 
niedrigten Muskeltonus annehmen. Bei der Grastetanie wiirde hingegen 
der Muskeltonus erhéht sein, weil zwar der Ca-Gehalt etwas erniedrigt, 
der Mg-Gehalt aber weit mehr erniedrigt ist. Bekanntlich ist diese 
Annahme mit den klinischen Erscheinungen der beiden Krankheiten 
in voélliger Ubereinstimmung. 

Wenn angenommen wird, daB der Herzmuskel analogen Tonus- 
veranderungen wie die anderen Muskeln unterliegt, so fragt es sich, 


! B. Sjollema u. L. Seekles, diese Zeitschr. 229, 358, 1930. 
2 J. Russezky, Med. biol. Journ. 1928, Nr. 3/4, S. 84; referiert in 
Centralbl. f. allgem. Pathol. u. pathol. Anat. 47, 90, 1929. 
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ob es eine Beziehung gibt zwischen dem Tonus des Herzmuskels und dem 
Frequenzkurventypus, der auftritt nach der Injektion von Calcium. 
salzen. Es kénnen nur weitere Untersuchungen diese Frage lésen 


Zusammenfassung. 

1. Die intravenése Einspritzung von Calciumsalzlésungen bei an 
Gebirparese und an Grastetanie leidenden Rindern lést bei diesen 
beiden Krankheiten grundsatzlich dieselbe Herzbeeinflussung aus. 

2. Diese Herzbeeinflussung auBbert sich in dem Auftreten  ver- 
schiedener Frequenzkurventypen, von denen ein Typus gekennzeichnet 
ist durch eine starke Steigerung der Frequenz und Herzblock wahrend 
und kiirzere Zeit nach der Injektion der Calciumlésung, wobei in den 
schlimmsten Fallen der Tod durch systolischen Herzstillstand ein- 
treten kann. 

3. Bei der Gebarparese, welche einhergeht mit einer starken 


Erniedrigung der Empfindlichkeit der Tiere fiir auBere Reize, ist die 


Herzbeeinflussung durch intravenés verabreichtes Calcium abhangig 
von der mineralen Blutzusammensetzung vor der Injektion, und 
zwar bilden relativ niedrige Calcitum- und hohe Phosphatwerte des 
Blutserums eine Pradisposition fiir das Auftreten des gefahrlichen 
Herzfrequenzkurventypus. 

Es tritt hingegen bei hohem Calcium- und niedrigem Phosphat - 
gehalt im Serum einer der ungefahrlichen Typen auf. 

4. Bei der Grastetanie, einer Krankheit, welche gekennzeichnet ist 
durch eine stark erhéhte Erregbarkeit der Tiere, ist ein Zusammenhang 
zwischen der mineralen Blutzusammensetzung und der Herzwirkung 
von intravenés eingespritztem Calcium nicht zutage getreten. Der 
von der Durchstrémungsfliissigkeit anzunehmende EinfluB auf das 
Herz wird bei der Grastetanie, wohl wegen der weit gréBeren Empfind- 
lichkeit fiir Reize anderer Art, vom EinfluB dieser letzterwihnten 
Reize tbertroffen. 

5. Auf Grund dieses Zusammenhangs der Herzwirkung mit der 
mineralen Blutzusammensetzung muB es bei der Gebarparese als 
méglich erachtet werden, durch die Einspritzung einer Mischung von 
Caleium- und Magnesiumchlorid im richtigen Verhaltnis dem Auftreten 
von Herzbleck und systolischem Stillstand vorzubeugen. 

Wir danken den Herren Tierarzten N.C. W. Hesse und H. J. 
Schuring fiir ihre tierarztliche Hilfe und Herrn H. Hooghoudt, Analytiker, 
fiir die Untersuchung der Blutserumproben. 














Uber die magensekretionerregende 
Wirkung der salzsauren Aminosauren. 


l. Mitteilung: 
Experimente am Menschen. 


Von 


Jusamuro Tagawa. 


(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik der Kaiserlichen Univer- 
sitat zu Tokio.) 


(Eingegangen am 20. Oktober 1931.) 


Es ist bisher nicht gelungen, zu erklaren, warum das Fleisch und 
andere eiweibhaltige Nahrungsmittel energisch die Magensekretion 
anregen. Die Eiweibkorper selbst regen die Sekretion des Magens 
nicht an, wenn sie als solche direkt in den Magen eingebracht werden?. 
Wenn sie aber als Nahrungsstoff per os eingefiihrt werden, d. h. wenn 
sie in den Magen eingefiihrt werden, der schon durch den psychischen 
Reflexakt zur Sekretion gereizt ist, bewirken sie eine sehr erhebliche 
Magensaftsekretion?. Man kann daraus folgern, daB den Eiweil- 
kérpern, die an sich keine Sekretion anregende Wirkung besitzen, erst 
nach der Magenverdauung diese Fahigkeit zukommt. Diese Tatsache 
ist namentlich durch die Experimente von Lénnqvist® geklart worden. 

Diese Tatsache legt es nahe, anzunehmen, da die Spaltprodukte 
der EiweiBkérper mit der Salzsiure des Magens ins Duodenum ge- 
langen und von dort aus die Sekretion des Magens anregen. Jedoch 
kénnen wir heute weder diese Abbauprodukte im chemisch reinen 
Zustande isolieren, noch wissen wir etwas iiber ihre chemische Zu- 
sammensetzung. Es ist uns also nicht méglich, mit solchen Substanzen 
zu experimentieren. Im vorliegenden berichte ich tiber Untersuchungen, 


1 Lobassow, Dissertation St. Petersburg, 1896, S.50 (nach Babkin, 
AuBere Sekretion der Verdauungsdriisen. Berlin 1928. 

2 Chishin, Dissertation St. Petersburg 1896, S. 71. 

® Skand. Arch. f. Physiol. 18, 251, 1906. 
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die ich auf Anregung von Prof. Dr. Arai ausgefiihrt habe, um die 
Wirkung der Aminosaéuren und ihrer salzsauren Salze auf die Magen- 
sekretion zu priifen. 

Die Salzsiure und die Aminosaéuren besitzen, soweit sie vom Ver- 
fasser untersucht worden sind, tiberhaupt keine, oder héchstens eine 
nur sehr geringe Magensekretion anregende Wirkung, wenn sie einzeln 
in den Magen eingespritzt werden. Ihren Verbindungen aber, namlich 
den salzsauren Aminoséiuren, kommt diese Eigenschaft in sehr er- 
heblichem Grade zu. Glutaminsaurechlorhydrat, Histidindichlorhydrat 
und Asparaginséurechlorhydrat sind typische Beispiele dafiir. Ich 
habe verschiedene Aminoséiuren und salzsaure Aminosiuren auf die 
Anregung der Magensekretion hin untersucht, erstens bei gesunden 
Menschen und bei mir selbst, und dann bei Pawlowschen Kleinmagen- 
hunden und ihre Wirkungen verglichen. Es hat sich ergeben, daB alle 
salzsauren Aminosiuren mehr oder weniger die Salzsiuresekretion 
des Magens anregen, wenn sie als wasserige Lésung in den Magen ein- 
gefiihrt werden. Diese sekretionserregende Wirkung tritt besonders 
auffallend auf, wenn die salzsauren Aminoséuren ins Duodenum ein- 
gefihrt werden. LEinige Autoren berichten, da die Aminosauren 
selbst die Magensekretion anregen!. In der Tat wirken sie, wie z. B. 
Asparagin- oder Glutaminsaure, als Sekretionserreger, wenn sie in den 
Magen eingespritzt werden. Sie verursachen dagegen keine oder fast 
keine Magensekretion, wenn sie ins Duodenum eingebracht werden. 
Aber ihre Chlorhydrate wirken in gleichem MaBe sowohl vom Magen 
als auch vom Duodenum aus. Diese Tatsache berechtigt zur Annahme, 
daB die freien Aminoséuren mit der Salzsiure des Magens chemische 
Verbindung eingehen und dann als Chlorhydrate ihre sekretions- 
erregende Wirkung ausiiben. Die Aminosduren an sich sind meiner 
Ansicht nach ganz wirkungslos. Somit kénnen wir jetzt behaupten, 
daB die physiologischen Reizstoffe der Magensekretion durch die Ver- 
dauung der Eiwei8kérper im Magen gebildet werden und nichts anderes 
sind als salzsaure Salze der EiweiBabbauprodukte. In dieser Mitteilung 
berichte ich uber die Resultate meiner Untersuchungen am Menschen. 


Experimenteller Teil. 
I. Versuche an einem Mann. 


Der Magensaft wird mit der Einhornschen Duodenalsonde fraktioniert 
ausgehebert. Morgens niichtern und nach der Probe wurde der Versuchs- 
person alle 30 Minuten 10 bis 15cem Magensaft im Laufe von 3 Stunden 
aus dem Magen ausgehebert, wobei ich darauf achtete, jeglichen psychischen 
oder physischen Reiz zu vermeiden. Wahrend der Zeit habe ich dem Mann 


1 Nakamura u. Yokota, .,Keioigaku“ 6, Nr. 1, 1925. 
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streng verboten, den Speichel zu schlucken und lie6 ihn in sitzender Lage 
Zeitungen lesen. Den Mageninhalt habe ich mit n/10 Natronlauge titriert ; 
eine L° ige alkoholische Lésung von Dimethylaminoazobenzol und eine 
1° ige alkoholische Lésung von Phenolphthalein dienten als Indikatoren 
Zur Bestimmung des Pepsinferments habe ich die 30-Minuten-Methocd 
nach Fuld-Levison benutzt. Der Magensaft wurde mit verdiinnter Salzsaure 
(30 Teile n/ LO Lésung in 70 Teilen destillierten Wassers) auf das 10- bis 
20fache verdiinnt und in sechs Reagenzglaser in steigender Dosis gebracht. 
doh. 0.1, 0,16, 025, 0.4. 0,64 und 1.0 cem im ersten, zweiten. .... und 
sechsten Glase. Jedes Glas versetzte ich mit je 2 cem verdiinnter Lésung 
von Edestin (1: 1000), lieB es 30 Minuten im Thermostaten bei 37° stehen, 
figte von neuem 0.5 ccm kalt gesiattigte Kochsalzlésung hinzu und stellte 
fest, in welchem Glase vollstandige Klarung aufgetreten war. In den voll- 
standig klaren Glasern ist das Edestin als vollstindig durch das Pepsin 
des Magensafts verdaut anzusehen. 

Alle zur Untersuchung verwandten Praparate wurden m/20 
in Wasser gelést. Von der Lésung wurden 100 ccm auf 37° erwarmt 
und durch die Sonde in den Magen eingefiihrt, um den EinfluB des 
Geschmacks auszuschlieBen. 


Die Magensekretion wird yom psychischen Zustande stark be- 
einfluBt und ist individuell verschieden. Die Geschicklichkeit des 
Schluckens der Sonde ist auch beim einzelnen sehr verschieden. Es 
ist daher vorteilhaft, die Untersuchung bei der nimlichen Person an 
verschiedenen Tagen zu wiederholen, um tberhaupt ein eindeutiges 
Resultat zu erhalten. Die Versuche wurden alle bei demselben Manne, 
einem Angestellten, ausgefiihrt. Dadurch glaube ich individuelle 
Unterschiede vermieden zu haben. 


1. 100 cem einer m/20 Salzsdurelésung werden in den niichternen 
Magen eingefiihrt. Wie aus Tabelle I ersichtlich, ist eine Magensekretion 
erregende Wirkung nicht zu konstatieren. 

Tabelle I. 


23. Marz 1927. m/20 Salzsaure. 





Zeit Kongorot — Freie HCl pt Pepsin 
Niichtern. . . . 15.0 8,0 31 
SMe « sw es - 15.0 10,0 16,0 50 

1 See. «ss 10.0 6,0 50 
ee ee aoe - 10,0 2.0 50 
ce ey oa 10,0 3,0 
eae eee 8,0 3,2 
ga &.0 2.0 


2. Glykokoll: zeigt fast keine erregende Wirkung (s. Tabelle II) 
und weist die maximale Aziditat nach 2 Stunden auf. 

























IS. Marz 1927. 


Magensekretionerregende Wirkung det 


Tabell 
( rly kokoll 


salzsauren Aminosduren 


//. 


(0,375 w). 












y Menge : Gesamil 
Zeit Kongorot hes Freie HCl widitit Peps 
Niichtern. . . . 24.0 5.0 Ss 
nr 15.0 15 2s 
l Std ; ? 15,0 5.6 ae 
es 10.0 7 10.0 si) 
i ae 10,0 7.0 12.0 80) 
Oe 10,0 12,2 Sv) 
} 2 pe yee 10.0 10.0 Su 

3. Glykokollchlorhydrat; besitzt eine geringe Wirkung, deren 


Maximum 30 Minuten nach der Aufnahme auftritt (Tabelle HII). 


Tabell 


15. Marz 1927. 


sii, 


Glykokollchlorhydrat (0,55 g). 











Zeit Kongorot —— Freie H Cl pe Pepsin 
Niichtern. 2... 20,0 . 5.0 8 
Somme. . 5 sw 15.0 Qi 21.6 80 

yi; "ree 15.0 6.0 16.0 sO 
ye 10,0 3.0 12,0 dO 
2~ 8.0 7.0 50 
| ne &.0 7.0 DO 
oS 7.0 6.0 


4. |-Leucin. 
2! ', Stunden ein (Tabelle IV). 





Die Magensekretion ist gering und tritt erst nach 





Tabe lle 4 2 
22. Marz 1927. 1-Leucin (0,655 g). 
: x Menge . Gesamt > 
Zeit Kongorot ania Freie H] asiditat Pepsin 
Niichtern. . . . 15,0 8.0 
Ne 10,0 6.0 
1 | =a 8.5 3,0 
11, 7.6 3.0 
2 10,0 11.4 22,6 ov 
21, 12.3 11,4 26,0 su 
3 10.0 6.0 22,0 125 


5. ]-Leucinchlorhydrat. Die erregende Wirkung ist aus der Ta- 
belle V zu ersehen. Die Aziditaét ist nach 30 Minuten am gréBten, und 
die starke Wirkung dauert 2 Stunden. 
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Tabelle V. 


5. Marz 1927. 1-Leucinchlorhydrat (0,838 g). 





. Menge , yesamt- 
Kongorot Stites Freie HCl Gesamt 


soe *eansi 
eem aziditit Pepsin 


Niichtern. . . . . 18,0 - ‘ = 
Soe. . ss 12,5 21,2 38,: 125 
. @eGe. was oe 15,0 , 34, 80 
ig wim. 15,0 ), 29, 80 
2 oe eae - 10,0 9, 23, 50 
Pa ee . 8,0 ;, 80 

8.0 —_ f 50 


3 


6. 1-Phenylalanin. Die sekretionserregende Wirkung ist vorhanden; 
sie macht sich erst nach 30 Minuten bemerklich und erreicht nach 
2 Stunden ihren Maximalwert. Nach 3 Stunden ist noch merkliche 


Wirkung vorhanden (Tabelle V1). 


Tabelle VI. 


20. Marz 1927. 1-Phenylalanin (0,825 g). 





Menge Freie HCl Gesamt- 


— 
pte aziditut Pepsin 


Zeit Kongorot 


Niichtern. . . . 10,0 i 4,0 28 
ee : 8,5 4,0 11,0 31 
.. Ue. es 4. 10,5 9,0 22,0 50 
a ee - 15,0 18,0 28,0 80 
> Pee 15,0 20.0 31,0 80) 
Eee ee . 10,0 14,0 24,0 50 


> 
3 oe ee 10,0 14,0 26,0 80 


7. 1-Phenylalaninchlorhydrat. Die Wirkung tritt schon nach 
30 Minuten deutlich ein, erreicht das Maximum nach 1 Stunde und 
dauert im ganzen 2'/, Stunden. Verglichen mit dem vorerwahnten 
Phenylalanin tritt die Wirkung rascher auf und dauert langere Zeit 
(Tabelle VII). 
Tabelle VII. 


4. Marz 1927. 1-Phenylalaninchlorhydrat. 





Menge Jesamt- 
lenge Freie HCl Gesamt 


o sn Ie ~~ 
eem aziditit Pepsin 


Zeit Kongorot 


Niichtern. . . . 20,0 8,0 31 
30Min. .... 18,5 46,0 80 
ere 15,0 31, 47.0 80 
eae 10,5 28, 47,0 50 

ot a 15,0 32,0 50 
sie oak Ne 7 10.0 17.0 80) 
: 8.0 10,0 80 
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8. l-Tyrosin. Fast unléslich im Wasser. Wenn man |-Tyrosin als 
Emulsion gibt, kann man es bis nach 2'/, Stunden noch in Kristallform 
mit der Sonde entnehmen. Es ist ganz wirkungslos (‘Tabelle VIL). 


Tabelle VIII. 


17. Marz 1927. 1-Tyrosin (0,905 g). 





Menge Gesan 

: Meng : amt 
gorot sreie el 

Kong eem Freie H aziditat 


Niichtern. . . . 17,9 6.0 
| 10,0 3,0 
ee a a 12,1 - 3,0 

I ta ol a - 11,8 4,0 

- 90 2.8 
5,0 6,0 

8.0 6.0 


9. 1-Tyrosinchlorhydrat. Trotz der Schwerlédslichkeit wirkt es 
sekretionserregend. Man bemerkt eine deutliche Uberlegenheit dieser 
Substanz gegeniiber freiem Tyrosin (Tabelle IX). 

Tabelle 1X. 


21. Marz 1927. Tyrosinchlorhydrat (1.088 g). 





Menge Freie H Cl Gesamt- 


ae 
Kongorot ecm aziditat 


Niichtern. . . . — 10,0 6,0 
SOMm. .. 4. - 12,0 42.0 
Rs a Ge ay - 15,0 28,0 
|, SS ae : 10,0 20,0 
a 15,0 3.6 
2% ,. 10,0 3.0 
3 


nan 18,0 3.0 


10. l-Asparaginséure tbt ziemlich starke Wirkung aus. Das 
Maximum wird nach 1 Stunde erreicht, und die Wirkung dauert 
21/, Stunden an (Tabelle X). 

Tabelle X. 


19. Marz 1927. 1-Asparaginséure (0,665 g). 





: : Menge 4 , Gesamt ) 
Zeit Kongorot cae Freie H Cl aziditht Pepsin 


Niichtern. . .. 18,0 — 8.6 
a t 15,0 30,0 40,0 
ae. Se ee , 10,0 30.0 55.0 
eee 15,0 30,0 50.0 
p ened Dd 15,0 24,0 42,0 
é 10,0 7,5 20,0 
6.5 a 10.0 
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11. |-Asparaginsaurechlorhydrat. Eine starke Wirkung ist vor- 
handen, die schon nach 30 Minuten beobachtet wird und nach | Stunde 
den Maximalwert mit der Gesamtaziditat 72,0 erreicht. Die Aziditat 
ist sehr hoch, verglichen mit Asparaginsdure. Auch die Verdauungskraft 
ist groB. Aber nach 2 bis 3 Stunden tritt die Aziditat im Vergleich 
mit Asparaginsaure zuriick (Tabelle X1). 


Tabelle XI, 


16. Marz 1927. |-Asparaginsdurechlorhydrat (0,846 g). 





Zeit Kongorot —— FreieH Cl = Gesamt- Pepsin 
Niichtern. . . . 13.6 8.0 31 
SO Bm. .... 15.0 26.0 58.0 80 

l * ae 15.0 35.0 72.0 125 
i Seer 15.0 23,0 50,0 80 
2 pena tgs 10,0 16.0 38.0 Pal) 
iy i a 10,0 16.0 dU 
3 ore aoe % 10.0 10) dv 


12. d-Glutaminséure. Diese ist leicht léslich im Wasser und hat 
einen angenehmen Geschmack. Die sekretionserregende Wirkung 
ist maBig (Tabelle XII). 

Tabelle XII. 


24. Marz 1927. d-Glutaminsaure (0,735 g). 





Zeit Kongorot peso FreeHC! | Sant Pepsin 

Niichtern. . .. 14.0 6,0 

OGM. ..... . 15.0 6.0 24,0 31 
_ aa 15,0 2.0 18,0 50 
ee 2s a 10,0 14.0 50 
2 eee 8.5 9.0 31 
2 a 8&5 7.0 31 
3 ee ak 6,2 6.0 31 


13. d-Glutaminsaurechlorhydrat. Es hat die starkste magen- 
sekretionserregende Wirkung unter allen von mir untersuchten Sub- 
stanzen. Es ist interessant, daB die salzsauren Salze starke Wirkung 
besitzen, wahrend die freie d-Glutaminsaiure und das glutaminsaure 
Natrium solche in viel geringerem Mae zeigen (Tabelle XIII). 
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Tabelle NII1. 


t. Marz 1927. d-Glutaminsdurechlorhydrat (0,917 g) 





Zeit Kongorot — Freie HC] yooece Pepsin 
Niichtern. . . . 25,0 1.0 31 
SO Mim. ...-. 15.0 2S.0 73,0 125 

— See 15,0 31,8 71,8 125 
eee 15,0 17,0 56,0 SO 
Re oo ig 15,8 10.0 $4.0) sv) 
re 15,0 26.0 80 
. — = 15.0 12.0 mn) 


14. |-Histidin. Wie die Tabelle XIV zeigt, ist iiberhaupt keine 
sekretionserregende Wirkung vorhanden. 


Tabelle NIV. 


24. August 1928. 1-Histidin (0,775 g). 





Zeit Kongorot — Freie HC) parr Pepsin 

Niichtern. . . . 20.0 6.0 
re 15,0 10.0 
ye ' ree 15.0 6.0 
See ee we ew 15,0 4,0 
10,0 ; 3.3 
, aa 10,0 3.0 
Bhp is ‘ 10.0 


15. 1-Histidinmonochlorhydrat. Es ist schwach sauer und in 
Wasser leicht léslich. Die sekretionserregende Wirkung ist sehr gering 
(Tabelle XV). 

Tabelle XV. 


30. August 1928. 1-Histidinmonochlorhydrat (0,958 «). 





Niichtern. . . . 15,0 10,0 
30Min. .... 15,0 20,0 31 
On, GG % 10,0 . 18,0 ol 
‘i 10.0 12,0 
9 e eae 10.0 &.0 
eee 10,0 5,0 
ia 10.0 7.5 


16. |-Histidindichlorhydrat. Nach Tabelle XVI kann man eine 
sekretionserregende Wirkung feststellen, welche der des Glutamin- 
séurechlorhydrats nahe steht. 


Biochemische Zeitschrift Band 243. 
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Tabelle XVI. 


12. Februar 1928. Histidinchlorhydrat (1,140 g). 





Zeit Kongorot — Freie H Cl ee Pepsin 
Niichtern. . . . - 15,0 6,0 
30 Min... et 15,0 21,0 37,0 
i. re 15.0 18,5 23,5 
De te ie 10,0 12,0 19,6 
2 10,0 8.4 15,0 
oe 10,0 7.0 12,5 
3 te eae 10.0 8.0 


17. |-Cystin. Es ist in kaltem und lauem Wasser fast unléslich, und 
daher ist das Resultat des Experiments sehr unsicher. Dennoch ist 
eine geringe Wirkung festzustellen (Tabelle XVI). 


Tabelle XVII. 


22. September 1928. |-Cystin (0.606 g). 
] A 





Niichtern. . . . 20.0 6.0 
SOS. 6. 6 ww 15,0 15.0 
. Cece 6 a 15.0 12.0 19,8 
oe eS wwe 10,0 8.6 16,1 
2 a ee 8.0 10,0 
21 ie ain tem aa 6.5 10,0 


18. I-Cystinchlorhydrat. Obgleich im Wasser schwer léslich, zeigt 
es deutlich mehr Wirkung als Cystin (Tabelle XVIII). 


Tabelle XVIII. 


6. September 1928. 1-Cystinchlorhydrat (0.783 g). 





Zeit Kongorot — Freie H Cl par ro Pepsin 
Niichtern. . . . -- 24.0 - 8,0 
SOMin. .... ! 15,0 14,0 32,0 
S Meo & 8 t 15,0 16,0 30,0 
. rea 15,0 7,0 25,0 
2 deg Se ag 7,0 5,0 21,5 
Bee. Gf e's es - 7.0 -— 12,0 


19. d-Alanin. Eine geringe Wirkung ist vorhanden (Tabelle XIX) 














~s 
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Tabelle XIX. 


20. Oktober 1928. d-Alanin (0,445 g). 





Zeit Kongorot — Freie H Cl pany a Pepsin 
Niichtern. . . . - 20,0 10,0 
eee : 10,0 18,0 21,5 
1 a ; 10,0 10,0 17,0 
11, hears gp : 10,0 6,5 10,0 
a i. aeag 10,0 7,0 
a . 10,0 6.5 
hig 10.0 6.0 


20. d-Alaninchlorhydrat. Gegen Alanin ist die Wirkung stark, 
aber das Maximum wird etwas spater, etwa ]1/, Stunden nach der 
Einspritzung, erreicht. Nach 2 Stunden ist die freie Salzsiure nicht 
mehr vorhanden (Tabelle XX). 


Tabelle XX. 


4. Dezember 1928. d-Alaninchlorhydrat (0,627 g). 





Menge 


Zeit Kongorot Freie H Cl perro Pepsin 

cem aziditat 
Niichtern. . . . 18,0 _ 6,0 
OMe. .... 10,0 10,0 19,5 
> ar , 12.0 11,0 20.0 
BO gs ek : 12.0 17,0 25,0 
a sw xs 12,0 15,6 
a 10,0 9,0 
oo 10.0 8.0 


21. 1-Tryptophan. Es ist in kaltem Wasser schwer léslich und 
schmeckt bitter. Da es in Form von Emulsion gegeben wurde, ist 
das Resultat unsicher (Tabelle X X1). 


Tabelle X XI. 





: 17. November 1928. Tryptophan (1,026 g). 





Menge 


Zeit Kongorot sm Freie H Cl per ~ on Pepsin 

Niichtern. . . . 44,0 7.5 
SOM. 2. 6 - 15.0 : 5.5 
Ss Ses - 10,0 8.0 
| ast ae ae - 15,0 3,0 12,0 
apr ara . 10.0 one 10,0 
a. | eee ; 8,0 - 10.0 
3 a % 








340 J. Tagawa: 


22. |-Tryptophanchlorhydrat. Nach Tabelle X XII ist die Wirkung 
trotz seiner Schwerléslichkeit gréBer als die des 1-Tryptophans. Da 
letzteres sogar nach 2 Stunden noch mit der Sonde entnommen werden 
kann, kann man seine volle Wirksamkeit nicht verwerten. 


Tabelle XXII, 
11. Dezember 1928. Tryptophanchlorhydrat (1.103 g). 





Zeit Kongorot — Freie HC) pe ne 
Niichtern. . .. 25,0 - 9,0 
SUM. . 1. s ; 10,0 22,0 33,5 
aaa : 10,0 16,0 44,0 
4 ee ae 10,0 9.0 20,5 
2 a ee - 10,0 7,0 19,5 
ae - 10,0 4,5 14,5 
3 10.0 YOU 


23. Natriumbicarbonat und Kochsalz. Mit je l00cem m2 
Loésung dieser Substanzen war es nicht méglich, irgendeine Sekretion 
festzustellen. 

II. Selbstversuch. 


[ch bin 31 Jahre alt und gesund. Ich habe niichtern die Duodenal 
sonde geschluckt, die verschiedenen Substanzen durch die Sonde in den 
Magen eingefiihrt und die Wirkungen derselben gepriift. Das Ergebnis 
des Selbstversuchs hat mich veranlaBt, weitere Untersuchungen anzustellen 
Die Praparate wurden als m/20 Lésung verwendet, wovon jedesmal 100 cem 
zur Priifung kamen. 

1. Salzsiure. Wie die Tabelle XXIII zeigt, ist die magensekretion- 
erregende Wirkung schwach. Nach 10 Minuten betragt die Gesamt- 
aziditaét nur 18,0. 

; Tabelle XXIII. 

6. Oktober 1926. m/20 HCl, 100 cem. 





Menge . tesamt- 
€ Freie H Cl omnes Pepsin 


Kongorot eem aziditat 


Niichtern. . .. 18,0 5,0 
SOMe: .... - 15,0 18,0 
1 Ds ig: gs - 10,0 7,0 
] } ” - + & + 8,0 5.0 
ab ee — 4,5 4,0 
, eee - 5,0 4,0 
3 , 5.0 4.5 


2. 1-Tyrosin. Es bewirkt eine gewisse Verstarkung der Sekretion. 
Die maximale Wirkung tritt nach 1 Stunde ein. Die freie Salzsiure ist 
bis nach 3 Stunden nachweisbar (Tabelle X XIV). 
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Tabelle XXIV. 


18. Marz 1927. 1-Tyrosin (0,85 g). 





. Menge ; Gesamt- 
Kongorot id Freie HCl e Sams Pepsin 
ecm aziditit 


Niichtern. . . . 21.0 — 5,5 
2 15.0 5.0 20,0 

ree : 12,0 15,0 25.0 
US 10,0 10.0 17.0 
a 10,0 6.0 10,0 
ae ee 5,8 3.6 10.0 
i 8.0 3.0 8.0 


1 
1 
2 
2 


3. 1-Tyrosinchlorhydrat. Es wirkt weit starker als Tyrosin und 
erreicht das Maximum nach 30 Minuten, aber die freie Salzsdure ist 
nach 2'/, Stunden nicht mehr vorhanden (Tabelle X XV). 


Tabelle XNXV. 


5. Marz 1927. Tyrosinchlorhydrat (0,88 g). 





. ss Menge : es ; 
Zeit Kongorot “a Freie H Cl Gesamt 


cem aziditit Pepsin 


Niichtern. . . . 20,0 5,0 
ee : 15,0 44,0 52,0 
eae + 15,0 20.4 36,5 

| i oa ae + 10,0 22,1 26,0 

. - 15,0 11,0 13,0 
10,0 . 10,0 

10,0 : 7.0 


4. ]-Phenylalanin. Nach Tabelle X XVI besitzt es ziemlich kraftige 
Wirkung, die aber verzégert in Erscheinung tritt. Andererseits dauert 
diese dafiir langer, und das Maximum tritt erst nach 1 Stunde auf; 
die freie Salzsdure ist sogar nach 3 Stunden noch nachweisbar. 


Tabelle XXVTI. 


2. Marz 1927. 1-Phenylalanin (0,825 g). 





Kongorot — Freie HCl a Pepsin 
Niichtern. . . . — 19,5 5,0 28 
Somme. .... . 10.0 F 9.0 28 
a er - 20.0 27.0 30,0 50 
oe 15,0 7,5 8,0 80 
2 Bi ae ag i 15,0 8.0 11,0 80 
RT eee ne - 10.0 10,0 22,5 50 
Oe tae an hey . 10,0 12,0 25,0 50 
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5. 1-Phenylalaninchlorhydrat. Die sekretionserregende Wirkung 
ist sehr viel starker als die des Phenylalanins und tritt iiberdies schnelle: 
ein. Das Maximum ist nach 30 Minuten erreicht. Die freie Salzsiure 
ist nach 3 Stunden nicht mehr vorhanden (Tabelle X XVII). 


Tabelle XX VII, 


21. Marz 1927. Phenylalaninchlorhydrat (1,08 g). 





Zeit Kongorot — Freie H Cl pesca nind Pepsin 
Niichtern. . . . 20,0 : 7.0 31 
SO Mm... .. : 15,0 35.0 55,0 31 
eae . 15,0 33,0 52.0 80 
Pe a ae ee 15,0 29,0 50,0 80 
2 - 15,0 24,0 41,0 50 
oa ee 15,0 15,0 29,0 80 
3 vor ea ae - 10,0 9.0 aD) 


6. l-Asparaginsaure. Die Wirkung ist sehr stark, und das Maximum 
wird nach 1 Stunde erreicht. Die freie Salzsiure ist nach 3 Stunden 


noch vorhanden (Tabelle XXVIII). 


Tabelle XXVIII. 


© 


bo 


2. Marz 1927. 1-Asparaginséure (0,665 g). 





Menge Gesamt- 


Zeit Kongorot oie Freie H Cl aziditit Pepsin 
Niichtern. . . . — 14,0 — 5,0 — 
GUM. 4... _ 15,0 26,0 42,0 50 

S.A - 15,0 41,0 54,0 80 
. oe + 10,0 26,0 40,2 80 
2 ee a ee : 10.0 16,0 28,0 80 
re + 15,0 7,0 11,0 125 
3 See eS - 10,0 8,0 14,0 125 


7. 1-Asparaginséurechlorhydrat. Wie aus Tabelle X XIX hervor- 
geht, wirkt es starker als Asparaginsiure. Das Maximum tritt nach 
30 Minuten auf. Nach 2!/, Stunden ist die freie Salzsiure nicht mehr 
nachzuweisen. Auch in diesem Falle tritt die Wirkung des salzsauren 
Salzes schneller ein und hort gleichfalls friiher auf als bei der freien 
Aminosiure (Tabelle X XIX). 





wry 
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Tahe ile NX X 1X ° 


7. Marz 1927. Asparaginsdurechlorhydrat (0,846 g). 





Zeit Kongorot Meng" Freie HC] esamt- Pansir 

ecm Zitat 

Niichtern. . .. 10,0 5.5 
SO TEM. 5 sw 15,0 32.0 72.4 50 
1 S..c. 20% 15.0 29,5 DS8.0 80 
Oe ee i t 15.0 13,2 27,5 80 
agree’ = 10.0 12.0 20.2 50) 
eS ee 10,0 5 xu) 
ee ees 8.0 7.5 Ss) 


8. d-Glutaminsaiure. Die Wirkung ist ziemlich stark, aber immer 
noch schwacher als bei Asparaginséure. Nach 3 Stunden ist die freie 
Salzsaure nicht mehr nachweisbar (Tabelle XXX). 

Tabelle XXX. 


25. Marz 1927. d-Glutaminséure (0.735 ¢). 





Zeit Kongorot — Freie HC] oa oan Pepsin 
Niichtern. . . . 15.0 7.0 
| re t 10,0 16.0 29.0 31 
See 4 10,0 23.0 38.0 3] 
a a ee ae : 10,0 17,0 26,0 50 
2 a. ee t 15,0 13,0 22,0 80 
ee 10,0 3.0 18.0 R0 
i 5.0 10.0 50 


9. d-Glutaminsaurechlorhydrat. Die sekretionserregende Wirkung 
dieser Substanz ist am starksten unter allen vom Verfasser untersuchten 
salzsauren Aminoséuren. Das Maximum tritt 1 Stunde nach der Auf- 
nahme dieser Substanz auf. Nach 2 Stunden ist die freie Salzsaiure 
nicht mehr vorhanden. Dagegen nimmt die Wirkung des Pepsin- 
ferments nicht im geringsten ab (Tabelle XX X1). 


Tabelle XXX1. 


27. Oktober 1926. d-Glutaminsaurechlorhydrat (0,917 g). 





Menge 


Zeit Kongorot atin Freie H Cl scaaee Pepsin 
Niichtern. . . . . 18,0 aie 4.0 
re . 15,0 20,0 83,0 3] 

= area } 15,0 56.0 83.0 80 
See - 15,0 34,0 70,0 125 
2 ee - 15,0 15,0 17,5 125 
ge a ae ; 15.0 5.0 80 
3 ee ae - 10,0 ‘ 5.0 SO 








Uber die magensekretionerregende Wirkung 
der salzsauren Aminosiuren. 


Il. Mitteilung: 
Experimente an Hunden mit Kleinmagen. 


Von 
Jusamuro Tagawa. 


(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik der Kaiserlichen 
Universitat zu Tokio.) 


(Einge qangen am 20. Oktobe A 1931. } 


Nach den Ergebnissen der Versuche der ersten Mitteilung besitzen 
die salzsauren Aminosauren die Wirkung, die Magensekretion anzuregen. 
Beim Versuch an gesunden Menschen besteht indessen das Bedenken. 
daB die Praparate sich mit dem aus dem Magen ausgeschiedenen Magen- 
saft vermischen, weil man den Mageninhalt erst eine bestimmte Zeit 
nach der Einfiihrung der Probe in den Magen untersuchen kann 
AuBerdem kann man nicht wissen, wie lange die Praparate im Magen 
verweilen, wie groB die Magensekretion ist und welche Menge vom 
sezernierten Magensaft in die Darmréhre beférdert wird. Aus diesem 
Grunde muB man die Ungewibheit in Kauf nehmen, daB man vom 
ausgehobenen Mageninhalt nicht weib, wieviel davon Magensaft ist 
und ob die verwendeten Praparate darin enthalten sind. Wenn 
man aber die Probe in den Hauptmagen eines Kleinmagenhunde- 
einspritzt und die Sekretion des Kleinmagens untersucht, kann man 
Magensaft in reinem Zustand erhalten, dessen Sekretion ausschlieBlich 
auf die Wirkung der benutzten Praparate zu beziehen ist. In diese! 
Mitteilung werde ich zeigen, daB die salzsauren Aminosduren auch beim 
Kleinmagenhund eine sekretionerregende Wirkung besitzen. So 
kann ich die Angaben meiner friiheren Versuchsreihen bestatigen 


A. Experimenteller Teil. 


Es wurde ein Hund mannlichen Geschlechts von 12,3 bis 15,6 kg gewahilt 
3 Wochen nach der Operation wurde der Hund jeden Tag ans Gestell ge 
bunden und gezihmt. Der Versuch wurde angefangen, als die Menge de> 
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beim Milechversuch sezernierten Magensafts beinahe konstant wurde. 
Zunachst habe ich den Hund mit Biskuits gezihmt. Jeden Morgen um 
ungefahr 9 Uhr habe ich ihn in ausgehungertem Zustande ans Cestell 
gebunden und ihm 5 Millimol Versuchssubstanz in Oblaten gegeben. Er 
fraB sie mit einem Male. Dann gab ich ihm 100 cem Leitungswasser. ohne 
die Sonde zu gebrauchen. Wenn man diese gebraucht. kann es auch bei 
gezihmten Hunden vorkommen, da®B die Magensekretion sehr spérlich 
wird. Man sieht also, daB der psychische EinfluB auf die Magensekretion 
eine groBe Rolle spielt. Es kann auch sein, daB die Menge der Magen 
sekretion beim einzelnen Hunde verschieden ist. Wahrscheinlich je nach 
der Stelle, an der man zufallig den Kleinmagen prapariert hat. 20 Minuten 
nach der Probefiitterung wurde der Magensaft entnommen und die Menge 
und Gesamtaziditat desselben gepriift. 

Kleinmagenhund Nr. 1, weiblich, Kérpergewicht 12850 g. Die Opera- 
tion wurde am 9. Januar 1926 von den Herren Sakai und Suzuki in der 
chirurgischen Klinik von Shioda ausgefiihrt. Die Gré6Be des Kleinmagen- 
betrug etwa ein Fiinftel des ganzen Magens. Bei der Operation wurde 
darauf geachtet, die GefaBe und die Nerven nicht zu verletzen. 

1. Salzsdure. 100 com m/20 Salzsaure wurde durch einen Schlauch 
in den Hauptmagen eingefiihrt. Nach Tabelle la ist die Sekretion 
sehr gering. Diese betragt in einer Stunde nur 1,5ccm mit vielem 
Schleim. Bei dem an Sondeneinfiihrung gewohnten Hunde Nr. 4 
betrug die Sekretion innerhalb 2 Stunden nur 1,8 ccm, und es fehlte 
die freie Salzsiure (Tabelle Ib). 


Tabelle Ia. 
Hund Nr. 1, Koérpergewicht 12,85kg. 2. Februar 1926. m/20 Salzsaure, 
100 cem. 





me . Menge Gesamt- 
Zeit Kongorot oom aziditat 

Niichtern. ..... 0,9 Schleim 
a ee ae 1,0 15,0 
Me ya 4 Searels 0.5 12,5 
6U a a a 
_ Se ee ear ” 

Gesamtmenge : 2.0 


Tabelle Ib. 
Hund Nr. 4, Korpergewicht 13 kg. 26. Februar 1928. m/20 Salzsaéure, 
100 cem. 





Zeit Kongorot —— pres og 
Niichtern. ..... - 0.4 Schleim 
20 Min.. eee — 
ot ree ae 4 0,8 14,5 
Ty ee ee : 0.4 30,0 
Pil Owe wit te. & - 0,6 18,2 


Gesamtmenge : 2,2 
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2. Milch. Mit der Sonde werden 100 ccm Milch in den Haupt- 
magen eingefiihrt. Im Vergleich mit der Salzsiure ist die sekretion- 
erregende Wirkung groB. Die Menge des innerhalb 1 Stunde sezer- 
nierten Magensaftes betrug 6,3 ccm (Tabelle I1). 


Tabelle 11. 


Hund Nr. 1, Koérpergewicht 12,8 kg. 3. Februar 1926. Kuhmilch 100 cem. 





Menge ; " 
Zeit Kongorot x Gesamt 
cem aziditat 


Te ye Schleim 
SPM. 6 5 4 Go se : 35.0 
a sees ee a t a 67,4 
ast h bie. &: skola ‘ ; 16.6 
SU 


Gresamtmenge: 6.5 


3. Glykokoll. Die sekretionerregende Wirkung ist sehr schwach 
Die gesamte Sekretion betrug nur 2,2ccm. Die Aziditat ist ebenfalls 
niedrig (Tabelle II1). 

Tabelle Ill, 
Hund Nr. 1, Korpergewicht 12.9 kg. 4. Februar 1926. Glykokoll (0.375 g). 





Menge Gesamt- 


Ze congorot ° 
Zeit Kongo abies aziditit 


Niichtern. ..... 0,5 Schleim 
eee sae : 0.5 10,0 
ee ee - 0,7 12,0 
See ee : 1,0 25.0 
80 


Gesamtmenge: 2.7 


4, Glykokollchlorhydrat. Gegen Glykokoll ist die sekretionerregende 
Wirkung grob. Die gesamte Menge betrug 5,2 ccm (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 


Hund Nr. 1, Kérpergewicht 12,95kg. 6. Februar 1926. Glykokollchlor- 
hydrat (0,55 g). 





Menge Gesamt- 


Kongorot oie aziditat 


Niichtern . 
20 Min.. 
40 

60 

80 


Schleim 
20,5 
40,0 
28,4 
28.0 


9 9 ore 


Gresamtmenge : 


uo 
= 
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5. l-Leucin. Bei der Hungerzeit und nach der Probefiitterung 
enthalt das Sekret viel Schleim. Die Magensekretion ist gering, ebenso 
auch die Gesamtaziditat (Tabelle V). 

Tabelle V. 


Hund Nr. 1, Korpergewicht 13 kg. 7. Februar 1926. 1-Leuein (0,655 g). 





Menge 


Zeit Kongorot rosamt- 

com aziditut 

Niichtern. . .... 0.5 Schleim 

Ms ws ee ee 0.5 9.0 

40 a ae as oe ee a 0.4 8.5 
60g, 

Gesamtmenge: 1.4 
6. l-Leucinchlorhydrat. Die sekretionerregende Wirkung_ ist 


gréBer als die des ]-Leucin und gleicht der des Glykckolls (Tabelle VI). 


: Tabelle Vi 
| Hund Nr. 1, Kérpergewicht 12.8 kg. 8. Februar 1926. 1-Leucinchlorhydrat 
(O.838 g). 





= , Menge Gesamt- 
Zeit Kongorot We aziditit 
Niichtern. ..... - 0,8 Schleim 
eee 1,8 31,5 
40 ; th : 2.5 35,6 
Pe ae wk oe are : 1.0 33.0 
Gesamtmenge: 6.1 


7. l-Phenylalanin. Ausgefiihrt am 15. Juni. Die Menge des 
Schleims ist gering und die Sekretion ziemlich groB (Tabelle VII). Die 
Aziditat erreicht das Maximum in 30 bis 40 Minuten nach der Probe- 
futterung. Die Gesamtmenge des Magensaftes betrug 4,9 ccm. 


Tabelle VII. 


Hund Nr. 2, Kérpergewicht 10 kg. 15. Juni 1927. 1-Phenylalanin (0,825 g). 





‘ > Menge Gess i. 
Zeit Kongorot a rte so 
cem aziditat 
Niichtern. ..... a _ 
er + 0,9 19,6 
aaa e - 2.3 85.6 
ee eo - Ls 81.0 
Gesamtmenge : 4,9 


8. l-Phenylalaninchlorhydrat. Die Wirkung ist unbedeutend, 
ibertrifft aber die des Phenylalanins. Die Menge des Magensaftes 
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ist nur um 0,6cem groBer als bei Phenylalanin. Die Aziditat ist eben- 
falls maBig (Tabelle VIII). 


Tabelle VIII. 
Hund Nr. 2, Korpergewicht 10,05 kg. 16. Juni 1927. Phenylalaninchlo: 
hydrat (1,08 g). 





Menge Gesamt- 


congorot 
Kongoro aziditat 


ecm 


Nijontermn. . .... - La Schleim 
eee, SS KS 2, 89,5 
6 rr ee ome - ; 84,7 
ee ee ee ; 87,0 
___ eee eee ‘ 87.0 


Gvesamtmenge : 


9. l-T'yrosin. Die magensekretionerregende Wirkung ist schwach. 
Reichliche Sekretion des Schleimes ist vorhanden. Das Resultat des 
Experiments ist jedoch nicht ganz zuverlissig, da ich dem Hunde diese 
Substanz wegen der Schwerléslichkeit in Form von Emulsion gegeben 
habe (Tabelle IX). 

Tabelle IX. 
Hund Nr. 2, K6érpergewicht 10,3 kg. 17. Juni 1927. 1-Tyrosin (0,905 g) 





Menge Gesamt- 


Zeit Kongorot ‘aii aziditat 


Niichtern. ..... 0,4 Schleim 
20 Min.. : 0,5 9,0 
40 _,, ae 1,2 12,4 
OW ye te he 1 pe : 1,0 12,5 
Gesamtmenge : 3.1 

10. l-T yrosinchlorhydrat. Wenn auch in Wasser schwer ldslich, 
besitzt diese Substanz in gewissem Grade eine magensekretionerregende 
Wirkung. Die Gesamtmenge des Magensaftes betrug 6,0 ccm, und der 
Magensaft zeigt die maximale Aziditat nach 30 Minuten (Tabelle X). 


Tabelle X. 
Hund Nr. 2, Kérpergewicht 10,5 kg. 19. Juni 1927. Tyrosinchlorhydrat 
(1,088 g). 





Menge Gesamt- 


Kongorot : : 
a) ecm aziditat 


Niichtern. . .... - 0,8 Schleim 
re 2.0 58,0 
40 : i 82,5 
60 p 43,5 


2 
5 
Gesamtmenge : 6. 
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11, 1-Asparaginsdure. Asparaginsaure besitzt in gewissem Grade 
eine magensekretionerregende Wirkung, aber die Aziditat ist gering 
(Tabelle XJ). 

Tabelle XJ. 


Hund Nr. 2, Korpergewicht 10,5kg. 20. Juni 1927. — 1-Asparaginséure 
(0,665 g). 





= : Menge Gesamt- 
Zeit Kongorot ecm aziditat 
N@elterm. ....« =. 0,2 Schleim 
Pets 8s 4 8% 2,0 22,0 
ee Ge ete ek ee 1,7 19,6 
We. wiles whe we 1,0 18,0 
Gesamtmenge : 49 
12. 1-Asparaginsdurechlorh ydrat. Die magensekretionerregende 


Wirkung dieser Substanz ist sehr groBh mit der Gesamtmenge von 
10,8 ccm und starker Aziditaét (Tabelle XII). Die maximale Aziditat, 
die nach 1 Stunde erreicht wird, betragt 138,5. Die Dauer der Sekretion 
ist ziemlich lang. 

Tabelle XII. 





Hund Nr. 2. Kérpergewicht 10,2 kg. 21. Juni 1927. Asparaginséurechlor- 
hydrat (0,846 g). 





i . Menge Gesamt- 
Zeit Kongorot eem aziditit 
Niolttern. ..... 0,5 Schleim 
0 ee 3,5 49.5 
a We al-e, Rh wn £,2 96,1 
Oe A a) ea? sd ee 2,1 138,5 
ee eee ; 1,0 129,0 
Gesamtmenge : 11,3 


Hund Nr. 3, mannlich, Korpergewicht 12kg. Operiert von den Herren 
Sakat und Suzuki am 10. Oktober 1927. Die GréBe des Kleinmagens 
betrug etwa ein Fiinftel des Gesamtmagens. Das Experiment wurde am 
4. November begonnen. 


13. d-Glutaminsdure. Die sekretionerregende Wirkung erweist 
sich als ziemlich groB (Tabelle XIII). Die Gesamtmenge des Magen- 
saftes betrug 4,5 cem. 
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T abe lle aad. 


Hund Nr. 3, Korpergewicht 12 kg. 4. November 1927. d-Glutaminsaure 
(0,735 g). 





Menge Gesamt- 


Kongorot aziditit 


cem 


Niichtern . as ee 

iS: Gc gee 1,5 
Be eo ego ene % - 2,0 
eae rae ee a - 1,0 


Gesamtmenge : 45 


} 


14. d-Glutaminsdurechlorhydrat. In bezug auf die Sekretion und 
die Aziditaét besitzt dieses die gré8te Wirkung unter allen von mir 
untersuchten Substanzen. Dieser Befund ist in volliger Uberein- 
stimmung mit dem aus den Untersuchungen an gesunden Menschen 
gewonnenen Resultate. 


Hund Nr. 1 (Tabelle XIV). 
Hund Nr. 3 (Tabelle XV). 


Tabelle XIV. 


Hund Nr. 1, Koérpergewicht 13kg. 30. Januar 1926.  d-Glutaminsaur: 
chlorhydrat (0,917 g). 





Menge Gesamt- 


Kongorot aziditit 


ccm 


Nichterm. ..... : Schleim 
| eee 1 5,0 98.0 
Ba. ao a a a 2.8 86,0 
. £ ee + 1.9 85,4 


Gesamtmenge : 9.7 


Tabelle XV. 


Hund Nr. 3, Kérpergewicht 12,2 kg. 5. November 1927. d-Glutaminsaure 
chlorhydrat (0,917 g). 





Menge Gesamt- 


Kongorot aziditat 


ecm 


Niichtern. . .... 0,2 Schleim 
Mg ge ng ba 8,0 95,3 
eS ce ee es L 6,4 132.5 
ee ee ee eee - 2.9 83,0 


Gesamtmenge : 17,5 
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Hund Nr. 4 zeigte die gréBte Sekretion unter allen von mir unter- 
suchten Tieren, mit der Gesamtmenge von 22,7 ccm und der gesamten 


Aziditat von 128 (Tabelle XVI). 
Tabelle XVI. 


Hund Nr. 4, K6rpergewicht 16,2 kg. 14. September 1928. d-Glutaminsaure 
chlorhydrat (0,917 g). 





Menge esa - 

Zeit ae Menge Gesamt 

eem aziditit 

a - 0,3 Schleim 
See - 5,5 94,0 
eg hw BSR t 11,0 128,0 
te te eal oe ce te 5,0 102.5 
OM der grad hoe los 1,2 52,0 

Gesamtmenge: 23.0 


15. Histidin-monochlorhydrat. Es ist kaum magensekretionerregende 
Wirkung vorhanden (Tabelle XVII). 
Tabelle XVII. 


Hund Nr. 3, Korpergewicht 12,1 kg. 7. September 1927.  Histidinmono- 
chlorhydrat (0,958 @). 





: . Menge Gesamt- 
Zeit Kongorot com aziditit 
Niichtern . Ae 0,2 Schleim 
ee 0,4 
A me. "Ss wk eo 1,2 19,0 
ee ee ae oe 0,2 - 
Gesamtmenge : 2.0 


16. Histidin-dichlorhydrat. Hund Nr. 4, mannlich, Kérpergewicht 
16,5 kg. Operiert von Herrn Sakai am 2. September 1928. Nach der 
Tabelle XVIII ist die Menge des Magensekrets ziemlich groB, doch die 
Wirkung bleibt viel schwacher als die des Glutaminsiurechlorhydrats. 


Tabelle XVIII. 


Hund Nr. 4, Kérpergewicht 16kg. 13. September 1928. Histidindichlor- 
hydrat (1,14 g). 





Gesamt 


Zeit Kongorot Menge aziditat 


Niichtern . 

20 Min.. 

40 fae & 7.5 101.2 
WP ig ae ar oe ee ale t 1,1 100.9 


Gesamtmenge : 8.6 
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Die Experimente mit anderen Aminosauren und salzsauren Amino- 
sauren bei dem Hund Nr. 4 verliefen im groBen und ganzen tiberein- 
stimmend mit denjenigen bei den Hunden Nr.1 und Nr.3. Die 
Resultate der Versuche, bei denen Kleinmagenhunde benutzt wurden, 
sind auch in groBen Ziigen in Ubereinstimmung mit den Resultaten 
der Experimente an Menschen. Im allgemeinen kann man sagen, 
daly die Héhe der Aziditat mit der Menge des Sekrets Hand _ in 
Hand geht. 


Bb. EinfluB von Atropin, Adrenalin und Pilocarpin auf die Magensekretion, 
die durch Glutaminsiurechlorhydrat hervorgerufen ist. 


a) Atropin. 

Kleinmagenhund Nr. 4, Kérpergewicht 16,3 kg, 100ccm m 20 
Lésung von Glutaminsaurechlorhydrat in den Hauptmagen eingefiihrt. 
Nach 20 Minuten floB 5,5 ccm Magensaft aus dem Kleinmagen heraus, 
und nach weiteren 20 Minuten 3,8ccm. Nun wurde 1,0 ccm 0,1 °%,iges 
schwefelsaures Atropin subcutan injiziert. Den Sekretionszustand 
zeigen Tabelle XIX und XX. 


Tabelle XIX. 
Atropinversuch. Hund Nr. 4, Korpergewicht 16,3kg. 25. April 1929. 
Glutaminséurechlorhydrat (0,917 g). 





Gesamt- 
aziditit 


y re 
Zeit fenge Freie HCl 
cem 


Niichtern. ..... 0,3 ane 

eee « 6 * f6 % 5,5 70.0 

ee ee ee 3,8 85.0 
Injektion 

mY 4c « 6s @es-% 2 a 

ON ak ais ee hdd ke 2,0 89,0 


Gesamtmenge : 11,6 


Tabelle XX. 


Atropinversuch. Hund Nr. 4, K6rpergewicht 16.4 kg. 27. April 1929. 
Glutaminséurechlorhydrat (0,917 g). 





Gesamt- 
aziditat 


Menge . 
Zeit lenge Freie HCI 
ecm 


Niichtern. . .... 0,4 

Se 45 8 4 -% 3,5 

ee a ae 4,1 
Injektion 

60 aie 

sO 


2,9 


” 


Gesamtmenge : 10.9 
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Aus diesen Versuchen darf man schlieBen, daB Atropinum sulfuricum 
sehr wahrscheinlich keinen EinfluB auf die Magensekretion hat, die 
durch Glutaminséurechlorhydrat hervorgerufen ist. 


b) Adrenalin. 

Hund Nr. 4, K6rpergewicht 16,8 kg. 100 cem m/20 Lésung von 
Glutaminsaéurechlorhydrat in den Hauptmagen eingefiihrt. Wie aus den 
Tabellen X XT und XXII ersichtlich. flossen nach 40 Minuten 5,4 bis 4.3 cem 
Magensaft heraus. Nun wurde 1,0 cem 0,1°,ige Adrenalinchlorhydratlésung 
subcutan eingespritzt. Die Magensaftsekretion sistierte danach géanzlich. 


Tabelle XX1. 


Adrenalinversuch. Hund Nr. 4, K6érpergewicht 16.8 kg. 29. April 1929. 
Glutaminsaurechlorhydrat (0,917 g). 





Me ze reSk - 
Zeit Meng Freie HCl Gesamt 
cem aziditat 
Niichtern . 
20 Min.. ok 2,1 79.1 82.3 
RT mae es Sk Ae 3.3 80,5 &3,1 
Injektion 
60... 
0 
Gesamtmenge : 5.4 


Tabelle XXII. 


Adrenalinversuch. Hund Nr. 4. 1. Mai 1929. Glutaminséurechlorhydrat 
(O.917 g). 





Zeit Menge Freie HCI Gesamt- 
cem aziditat 
Niichtern . 4 
DES oS. Ga. GP aR 1,5 89.0 90,9 
40 2.8 92,1 110,3 
Injektion 
60 . 


ws ea 6 eee — 


Gesamtmenge : 4, 


Nach diesen Untersuchungsergebnissen wirkt Adrenalin hemmend 
auf die Magensekretion, die durch d-Glutaminsaurechlorhydrat her- 
vorgerufen ist. 

c) Pilocarpin. 
Hund Nr. 4, Kérpergewicht i7 kg. 100 cem m/20 Lésung von Glutamin- 


saurechlorhydrat in den Hauptmagen eingefiihrt, und 40 Minuten darauf 
1,0 cem 1.0°%ige Pilocarpinchlorhydratlésung subeutan gegeben. 
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Die Resultate der Versuche finden wir in den Tabellen XXIII 


und XXIV. 
Tabelle XXIII. 


Pilocarpinversuch. Hund Nr. 4. 30. April 1929. Glutaminsaéurechlorhydrat 


(0,917 g). 





Menge 


Freie HCl 


Niichtern . 8 _- 

Es eas ee ee a 3,1 81,0 

40 ,, : 2,5 94,0 
Injektion 

TS oe te, A 3,6 100,1 

a ee 4,5 113.0 


Gesamtmenge : 13,7 


Tabelle XXIV. 


Gesamt- 
aziditit 


89,5 
100,0 


121,0 
119.0 


Pilocarpinversuch. Hund Nr. 4. 3. Mai 1929. Glutaminsaéurechlorhydrat 


(0,917 g). 





Menge 


eem 


Niichtern . 
20 Min.. 
40 ,, 


«,é 
Injektion 
agen ae ie te 3,3 
OP ge SW toe 3,4 


60 


Gesamtmenge : 13,4 


Freie HCl 


Gesamt- 
aziditat 


52,5 
59,9 


69,9 
70,4 





Ill 


lrat 


lrat 








Uber die magensekretionerregende Wirkung 
der salzsauren Aminosiuren. 


Ill. Mitteilung: 
Experimente am Menschen bei duodenaler Einfiihrung. 


Von 
Jusamuro Tagawa. 
(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik der Kaiserlichen 
Universitat zu Tokio.) 
(Eingegangen am 20. Oktober 1931.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Untersuchungen der 2. und 3. Mitteilung haben gezeigt, dab 
durch die Einspritzung der salzsauren Aminosauren die Sekretion 
des Magens geférdert wird. Es ist interessant, noch auf die einzelnen 
Mechanismen der Wirkungsweise einzugehen. Nach den Ansichten 
der Pawlowschen Schule wirken die meisten Substanzen vom Pylorus 
aus ein. Wenn man sie vom Duodenum aus einwirken 1aBt, 
wirken Wasser, Liebigs Fleischextrakt und Fleisch nur schwach, abe1 
konzentrierte Kochsalzlésung, Salzséiure (0,5°,) und Traubenzucker 
hemmend auf die Magensekretion ein?. Histamin wirkt bei subcutaner 
oder intramuskularer Injektion energisch, dagegen schwach peroral. 
DaB die chemischen Erregungsmittel der Magensekretion vom Nerven- 
system nicht beeinfluBt werden, ist schon bewiesen, und es spricht kein 
Grund dagegen anzunehmen, da das auch bei den Aminosiuren 
der Fall ist, woraus man folgern muB, daB diese Substanzen entweder 
zu den Driisenzellen oder den Driisennerven, oder einmal resorbiert, 
za den Nerven der Magendriisen gelangen. Um einen Beitrag zur 
Klarung dieser Frage zu bringen, habe ich versucht, diese Substanzen 
durch eine Duodenalsonde direkt in den unteren Teil des Duodenums 
einzufiihren, um den EinfluB auf die Magensekretion zu sehen, wenn 
die Substanzen nicht in direkte Beriihrung mit der Magenschleimhaut 
kommen. Zu diesem Zweck wurde eine Doppelsonde gebraucht. 


1 B. P. Babkin, AuBere Sekretion der Verdauungsdriisen. Berlin 1928, 
23 * 
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Ich habe eine Doppelsonde, wie in der untenstehenden Abbildung 
dargestellt, angewendet. Die innere Réhre hat die inneren und éuBeren 
Durchmesser von 1,5 bzw. 3.0mm, und besteht aus weichem Gummi. 
ahnlich wie die Einhornsche Duodenalsonde. 

Die auBere Réhre hat 6,5 mm aéuBeren, 4,5 mm inneren Durchmesser. 
ist 1.0mm stark und 150e¢m lang. Die innere Réhre ragt 5 em aus der 

aéuBeren heraus. In die auBere Roéhre ist ein Loch bei 

A eingebohrt, das 15¢m von B entfernt ist, so daB man 

— durch die innere Réhre den Duodenalsaft und gleich- 
zeitig durch die déuBere Réhre den Magensaft aus- 
a hebern kann. Man laGt erst in der Hungerzeit die 
Doppelsonde schlucken, nach 3. bis 4 Stunden hebert 

man den gelben Duodenalinhalt durch die innere Réhre 

\ aus und priift die Lage der Olive mit Réntgenstrahlen. 
Sonst kénnte man auch bei der Gewinnung des gelben 
Duodenalinhalts den durch den duodenalen Riickflus 
gelblich gefarbten Mageninhalt ausgehebert haben, was 
ohne diese Vorsicht 6fters vorkommen kann. Beim 
RiickfluB erhalt man keine klare, sondern gelbe, triibe 
Fliissigkeit. Ich habe nur dann die Versuchsfliissigkeit 
dureh die Innenréhre in das Duodenum eingelassen, 
wenn die Olive sich in der Pars horizontalis oder in 
der Pars descendens des Duodenums befand. Dabei mu8 
der Teil A in der Pars pylorica des Magens sein. 5 Minuten 
werden zum EingieBen gebraucht. Die Gefahr des 
Riickflusses ist besonders groB, wenn die Probesubstanz 
héhere Aziditét zeigt. Ich habe infolgedessen beim 
EingieBen die Lage der Olive staéndig mit Réntgen- 
strahlen kontrolliert. Darauf habe ich alle 10 Minuten den Inhalt még- 
lichst in natiirlichem Lauf aus der inneren und aéuBeren Réhre auslaufen 
lassen. Auf diese Weise kann man den klaren oder nur gering ge- 
triibten Mageninhalt, den ich reinen Magensaft nenne, durch die AuBen- 
rohre und den klaren. gelben Duodenalsaft durch die Innenréhre aushebern. 








Auch unter diesen Umstinden kann man natiirlich den ganzen 
Magen- oder Duodenalsaft nicht vollstaéndig entnehmen. Es ist dabei 
nicht zu vermeiden, daB ein Teil des Magen- und des Duodenalsaftes 
in den unteren Darmteil flieBt. Oft erhalt man aus der AuBenréhre 
wegen des RiickflieBens des Duodenalsaftes einen gelblich getriibten 
Mageninhalt. In solchen Fallen habe ich das Experiment unterbrochen. 
Wie erwahnt, ist der RiickfluB des Duodenalsaftes durch den Ausflub 
der gelben Triibung aus der AuBenréhre erwiesen; will man aber noch 
sicherer gehen, kann man nach L. Hirschberg! der Versuchsfliissigkeit 
einige Tropfen Indigokarmin zusetzen und an der Blaufarbung der 
Fliissigkeit den RiickfluB erkennen. Den ausgehobenen Magensaft 
habe ich auf die Menge, die freie Salzsiure, Gesamtaziditaét und Wasser- 
stoffionenkonzentration und den Duodenalinhalt auf Farbe, Kon- 
zentration und Menge untersucht. 


1 Arch. f. Verdauungskrankh. 44, 393, 1928. 
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Das allmahliche Ansteigen der Aziditat des Mageninhaltes bei 
der Einfiihrung der salzsauren Aminosaduren in das Duodenum 1aBt 
mit Sicherheit darauf schlieBen, daB das Sekret aus dem Magen stammt. 
Auf Grund dieser Experimente kann man feststellen, daB die salzsauren 
Aminosaéuren von der Darmschleimhaut unterhalb des Duodenums 
resorbiert werden und die Magensekretion angeregt wird. Die Amino- 
siuren selbst haben keine Magensekretion anregende Wirkung unter 
gleichen Bedingungen. Wenn sie aber in den Magen eingefiihrt werden, 
tritt eine geringe Sekretion auf. Das bedeutet, daB der Aminosaure 
allein keine magensekretionerregende Wirkung zukommt, sondern sie 
verbindet sich mit der freien Salzsiure im Magen, gelangt dann in 
den Darm, und erst dann tritt die Einwirkung ein. Daraus folgt, daB 
die in dem Magen ausgeschiedene Salzsaure sich mit dem Verdauungs- 
produkt der EiweiBkérper verbindet, in die Darmréhre gelangt, von 
dieser resorbiert und wieder im Magen ausgeschieden wird. Die Salz- 
siure zirkuliert zwischen dem Magen und dem Darm im Kreislauf. 


Experimenteller Teil. 
1. 100cem destilliertes Wasser von 10°. 


Die Magensekretion wird durch das kalte Wasser angeregt, aber nach 
Erwaérmung auf 37° hért sie auf; dies besagt, daB die Erregung der 
Sekretion lediglich auf der Wirkung der Kalte beruht (Tabelle 1). 


Tabelle I. 


1. Oktober 1928. Aqua dest. 100 ccm. 





Magensaft Duodenalsaft 
Zeit , z 
Kongo- Menge ' Gesamt- re Menge 
rot eem Prete HG aziditat Pu Boochatienhelt ecm 
Niichtern - 30,0 os 12.0 5,8 diinngelb 4,3 
1OMm.. . . - 25,0 6,75 8,75 5,4 10,0 
te See + 6,0 12,5 15,5 2.8 % 5,5 
ee - 3,0 7,4 dickgelb 3,0 
 - ee = 3,0 5,5 
Pe - 2.5 5,8 


2. 100cem m/20 Salzséure, 37°. 

Sokolow' und Boldyreff? behaupten, daB die Einfiihrung von 
0,5° iger Salzsiure in den Magen eines Hundes nicht nur die Magen- 
sekretion unterdriickt, sondern auch zu _ Vergiftungserscheinungen 
AnlaB gibt. Nach Leconte® wirkt die 0,5°ige Salzsiure vom Duodenum 


} Skand. Arch. f. Physiol. 19, 1907. 
? Ergebn. d. Physiol. 1911. 
3 P. Leconte, La Cellule 17, 307, 1900. 
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aus hemmend auf die Magensekretion. Demgegeniiber zeigt die n/10 
Salzsiure in meinen Untersuchungen eine magensekretionerregende 
Wirkung (Tabelle Ila, b). DaB die Resultate meiner Untersuchung 
anders ausgefallen sind, hangt vermutlich von der verschiedenen Kon- 
zentration der Salzséiure ab. 


Tabelle Ila. 


27. September 1928. m/20 Salzséure, 100 ccm. 





Magensaft Duodenalsaft 


Kongo- Menge ,,. ’ Gesamt- , Menge 
sie Hi - sch 
rot yates Freie HCl aziditit Beschaffenheit ion 


Niichtern . . 7 15,5 5,5 9,8 diinngelb 
10 Min... . - 30,0 19,0 21,0 2,8 = dickgriinlich 
ia - 28,5 25,5 30,5 ns 
oe : 29,6 305 35,0 “ 
ge 20,4 28,7 40,0 2 diinngelblich 
OP wp «es - 6,5 29,8 45,4 


Tabelle IIb. 


14. Februar 1929. m/20 Salzséure, 100 cem. 





Magensaft Duodenalsaft 


Kongo- Menge , . Gesamt- Menge 
reie ( an P seschatte } 
rot cem Freie HCI aziditat a Bondhatienhett ecm 


Niichtern . . 15,0 2, 7,5 2,8 dickgelblich 
tOMim.... . 30,0 22. F 30.0 6 “ 
ee ok a - 15,0 i 20,0 

ws 6: 5 - 8,0 . 12,0 


3. Glykokoll. 
Die Magensekretion und die Aziditat sind auBerst gering. Man 
kann freie Salzsiure nicht nachweisen (Tabelle ITT). 


Tabelle I1l. 
1. November 1928. Glykokoll (0,385 g). 





Magensaft Duodenalsaft 


Kongo- Menge ,, , Gesamt- , Menge 
reie bays 3eschaffenhe 
rot eem Freie HCI aziditat Beschaffenheit cem 


Niichtern . . - 14,5 ), diinngelb 3,5 
10 Min... . - 10.0 6 

re 12,0 

eae 15,0 

7,2 
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4. Glyvkokolichlorhydrat. 

Die Wirkung ist ziemlich groB. Die Aziditat und die Menge des 
Magensaftes erreichen in 30 Minuten ihr Maximum. Die sekretion- 
erregende Wirkung tritt in diesem Falle viel starker auf als bei der 
Einfiihrung in den Magen (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 


2. November 1928. Glykokollchlorhydrat (0,55 g). 





Magensaft Duodenalsaft 

Zeit S<ongo- Menge : tesamt- Menge 

— pits Freie HCl prey vo Pu Beschaffenheit pit 

Niichtern . . . 12,5 10,0 5,6 diinngelb 3,0 

10 Mim... . : 16,2 26,5 28,5 1.7 dickgriinlich 19.0 

eee ad —- 19,0 25,0 43,0 1,7 Bs 12.1 

a eee ae - 21,0 29,8 48,1 1,6 * 10,4 

ee se - 19,0 31,2 43,2 1,6 diinngelb 11,1 

og . 10,0 13,5 20,5 2.4 es 5,4 
_ ae - 5,0 1.0 15,5 2,8 


5. 1-Leucin. 
Die Magensekretion ist bei Einfiihrung in das Duodenum sehr 
gering. Bei Einspritzung in den Magen habe ich dagegen eine sehr 
starke Wirkung beobachtet (Tabelle V). 


Tabelle V. 
16. Oktober 1928. 1l-Leucin (0,65 g). 








Magensaft Duodenalsaft 
Zeit ay | oy ee ' r 2 
Kongo- | Menge = Gesamt- ictal 1 CO 
om prbthes Freie HCl aziditut Pu Beschaffenheit ites 
Niichtern . . 15,0 7,5 6,0 diinngelb 5,0 
10m. . s C. - 10,0 11,2 5,1 me 3,2 
gy ae — 10,9 _ 12,5 5,0 5,1 
eae 5,5 - 8,7 5,2 3,1 
| ae 4,2 8,4 5,2 
Se? x Visas 4,0 7,4 5,4 


6. 1-Leucinchlorhydrat. 


Die magensekretionerregende Wirkung ist ziemlich stark bei Ein- 
fiihrung in das Duodenum, und das Maximum der Aziditat wird nach 
30 Minuten erreicht (Tabelle VI). 
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Tabelle VI. 17. Oktober 1928. 1-Leucinchlorhydrat (0,84 g). 





Magensaft Duodenalsaft 
Zeit ena iC" 4 pa ees ete ee ee ee? oe 

Kongo- Menge ,, a ' Gesamt- oe Menge 

rot ecm Freie HC! aziditut Pu Beschaffenheit eem 

Niichtern . . 17,0 — 7,0 6,0 diinngelb 4,0 

Olm.... - 18,0 10,5 22,1 1,9 dickgelb 19,0 

A aa + 10,0 38,1 40,1 1,6 nS 13,1 

_, Sea t 16,2 39,2 40,8 1,4 i 11.6 

aes . 15,0 21,0 34,4 1,6 - 14,0 
eae n 10.0 14.0 19,0 1.8 
eae -: 10,5 12,0 18,5 1,8 


|-Phenylalanin. 


Die Magensekretion ist nur unbedeutend (Tabelle VIL). 


Tabelle VII. 18. Dezember 1929. 1-Phenylalanin (0,825 g). 





Magensaft Duodenalsaft 
Zeit , Je ee ree 

Kongo- | Menge | ,, Gesamt- echatfonbatr | menee 

con ae: Freie HCl oi aituit PH Beschaffenheit pate 

Niichtern . . 17,0 7,8 6,0 diinngelb 3,2 

103Em.. . . 10,0 15,2 5,2 ss 3,3 

eee - 7,5 13,1 5,1 4.1 

30 10,5 8,5 5,6 4.5 
40 7,7 7,5 5,6 
50 4,2 4, 6,0 
60 4.5 6,9 6.0 


8. 1-Phenylalaninchlorhydrat. 

Es veranlaBt sehr starke Sekretion, wenn es ins Duodenum ein- 
gefiihrt wird. Die maximale Wirkung tritt 30 Minuten nach der Probe- 
mahlzeit auf (Tabelle VIII). Es wirkt aber nur schwach, wenn es in den 
Magen gebracht wird, worin es sich vom |-Phenylalanin unterscheidet. 


Tabelle VIII. 20. Dezember 1928. 1-Phenylalaninchlorhydrat (1,08 g). 





Magensaft Duodenalinhalt 
ae > re ‘ - ne 
sie — — Freie HC] Gesamt- —- Pu__ Beschaffenheit — 

Niichtern . . — 15,5 _ 3,8 5.8 diinngelb 4,8 
PMs > a | 20,1 8,0 38,0 1,8 dickgelb 23,5 
-. 31,9 30.0 54.5 1,6 ‘ 25,0 
en } 16.5 50.0 59.5 1,2 23.0 
eee - 15,0 49.5 59.8 1,2 
Me ae a + 10,0 48,0 58,0 1,2 
| ee 1 10,5 35.6 50.5 1,4 
a a «we > 8,2 40.5 53,3 1,4 
a &. + wo 4 5,: 40.5 54,0 1.4 
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9. 1-Tyrosin. 
Diese Substanz besitzt fast keine magensekretionerregende Wirkung 
(Tabelle IX). 
Tabelle IX. 9%. Oktober 1928. 1-Tyrosin (0,905 g). 





Magensaft Duodenalinhalt 


Kongo- Menge ,, . - Gesamt- : Menge 
Preie H( k »schaffenhe 
rot ates Freie HCl aziditit Beschaffenheit aainh 


Niichtern . . - 20,0 6,0 5.8 diinngelb 3,9 
10 Mim. . . e ~— 33,0 13,0 

ae ts > kf -- 7,0 14,0 

eee - 17,0 14,5 

ere 5,4 21.8 

_ ee 4,0 20.0 


10. l-Tyrosinchlorhydrat. 

Es wirkt als ein starker Sekretionserreger (Tabelle X). Es ist 
kaum ein Unterschied vorhanden, ob man es in den Magen oder ins 
Duodenum eingefiihrt. 

Tabelle X. 10. Oktober 1928. 1-Tyrosinchlorhydrat (1,088 g). 





Magensaft Duodenalinhalt 


Kongo- Menge " ‘ Gesamt- . 
Lie ( Race? > 2 
nae oan Freie HCl aziditat Besc* affenheit iain 


Menge 


Niichtern . . - 19,0 - 5.6 5, diinngelb 
103m... . 15,0 19,0 28,5 2, dickgelb 
J See 20,0 25.0 29.0 ‘ : 
Maa. 6 - 21,0 24.5 30,5 

ee ee - 19,8 29,0 38,5 

_ ee : 17,0 30,3 48,0 

Oe as oe cw + 10,5 30,5 48,5 

Wee ee. > - 10,0 28,0 44,4 


ll. l-Asparaginsaure. 
Wahrend die Asparaginséiure einen ziemlich starken EinfluB 
beim Magenversuch aufgewiesen hat, zeigt sie hier nur einen sehr ge- 
ringen (Tabelle XI). 


Tabelle XI. 15. Oktober 1928. 1-Asparaginséure (0,66 g). 





Duodenalinhalt 
Menge 


ecm 


Magensaft 


Gesamt- 


Kongo- Menge er . 
Freie HC! aziditat 


rot eem 


Vu Beschaffenheit 


Niichtern . . 20,5 — 7,5 5.6 diinngelb 
10 Min... . 10,6 10,0 20,0 2,4 
NE ae - 14,0 10,0 22.5 2,4 
ee ee 3,5 12,5 25,0 23 
40 pes - 4,0 17,0 29.0 L, 


dickgelb 


Ss 
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12. 1-Asparaginsaurechlorhydrat. 

Nach 10 Minuten %1,8cem Magensaft herausgekommen. Die 
Aziditat erreicht den maximalen Wert von 72,5 in 70 Minuten. AuBer- 
dem wird die Sekretion des Duodenalsaftes sehr vermehrt und betrigt 
109 com (Tabelle XI1). Die Wirkung ist starker bei der Einfiihrung 
ins Duodenum als in den Magen (vgl. Tabelle XI der ersten Mitteilung). 


Tabelle XII. 


13. Oktober 1928. Asparaginséurechlorhydrat (0,846 g). 





Magensaft Duodenalinhalt 

sa a py Freie Hel Gesamt- | by Beschaffenheit — 
Niichtern . . _— 20,0 _ 6,2 6,2 diinngelb 7,5 
10 Min... . a 91,8 24,0 47,5 2,4 dickgelb 27,5 
er ; 55,0 20,0 45,0 2,3 26,4 
ee ee . 10,0 27,5 55,0 1,8 18,0 
ae ae + 7,0 37,5 55.0 t7 7,9 
ee L 3,4 35,0 52.5 1.4 10.3 
a os 4,0 45,0 67,5 1,2 
Sree Galo 4 3,6 50.0 72.5 1,2 


13. d-Glutaminsdaure. 

In geringem Grade erregt sie die Magensekretion (‘Tabelle XII1). 
Auch in diesem Falle ist die sekretionerregende Wirkung bei der Ein- 
spritzung in den Magen etwas starker als ins Duodenum (vgl. Tabelle XII 
der ersten Mitteilung). 


Tabelle XIII. 


21. August 1928. d-Glutaminsaure (0,735 g). 





Magensaft Duodenalinhalt 

_ —— — Freie HC) a Pu Beschaffenheit — 
Niichtern . . 22,0 7,0 diinngelb 2,0 
10 Mm... > : 15,0 4,0 22.5 = 3,8 
ee « « * - 12,0 _ 22,6 5,2 
eee 10,0 - 22,4 4,0 
OM ous 4s 8,2 11,0 
ee 8,0 8.0 
ee 6,5 6,0 
| eee Riick- 

fluB 
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14. Glutaminsaures Natrium. 


Eine schwache Wirkung ist vorhanden (Tabelle XIV, XV). 


Tabelle XIV. 


6. Oktober 1928. Glutaminsaures Natron (0,95 g). 





Magensaft Duodenalinhalt 


<ongo- Menge . Ges; " Menge 
a Freie HC: | Sesam* Beschaffenheit 
rot eem aziditit eem 


Niichtern . . 20,0 5.0 ), diinngelb 
10Mim.. .. 12,0 8,0 
Doe. Sa. 15,0 9.0 
a t 15,5 yf 25,5 
_ a ae ee : 14,9 , 32,6 
50 ; eg 10,0 30,0 
9,4 : 19,6 


Tabelle XV. 


27. Marz 1927. Glutaminsaures Natron (0,95 g). 





Bei Einspritzung in den Magen 
’ , Menge : Gesamt- 
Kongorot yrs Freie HCl aziditit 
BS 2a ok. , pa: Ohh ws Sole 10,0 
NS a. ay ise Scag: A in 10,0 - 
SS Se ee ee ee 12,5 14,1 
a rie ag, aa ig ahs t 10,0 21,2 
10,0 
10,0 
10.0 


15. d-Glutaminsdaurechlorhydrat. 


Der Magensaft zeigt nach 20 Minuten die sehr hohe Gesamt- 
aziditat von 87,0. Die Menge des nach 70 Minuten ausgeheberten 
Magen- bzw. Duodenalsaftes betrigt 152.4 bzw. 128,0 ecm (Ta- 
belle XVI). Das d-Glutaminséurechlorhydrat hat auch die starkste 
gallensekretionerregende Wirkung beim Gallenblasenfistelhund unter 
allen von mir untersuchten Substanzen. Es ist sehr interessant, daB 
das d-Glutaminsaurechlorhydrat nach M. Arai auch fiir die Pankreas- 
sekretion beim Pankreasfistelhund die starkste sekretionerregende 
Wirkung besitzt. 
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Tabelle XVI. 
23. Oktober 1928. d-Glutaminsaurechlorhydrat (0,917 g). 





Magensaft Duodenalinhalt 

Zeit , ane . nge 

— — Freie HC] Gesevt- —-p__| Beschaffenheit — 

Niichtern . . - 20,0 — 7,0 6,0 diinngelb 5,0 

a - 18,5 10,0 24,0 2,1 dickgriinlich | 23,0 

_ eae ~ 20,0 42,5 86,5 1,9 oe 48,5 

ie - 45,4 46,5 87,0 1,4 a 26,2 

OF sy 58) - 25,0 47,5 85.0 1,4 diinngelb 15,3 

2 ae - 15,0 45,0 85,0 1,4 10,0 

ee - 13,5 45,0 87,5 1,4 3,2 
a ie es - 15,0 37,5 73,7 1,4 


16. 1-Histidin. 
Die magensekretionerregende Wirkung fehlt (Tabelle XVII). 


Tabelle XVII. 
31. August 1928. Histidin (0,77 g). 





Magensaft 

Zeit ss aad Menge oe aba ‘ Gesamt- 

Kongorot psn Freie HCl aziditit 

Niiohtem......4..-. ~- 15.0 — 7.0 
| ae -- 7.0 _ 6,0 
mY ss at ae ae ore ee — 5.0 — 2,3 
DO xs Poe eae ee ee -- 7.5 — 3,0 
40, ro ok oe Gee a ee” - 6.3 — 2.0 
-% oe er ee ee oe ee = 1.8 -- 2.0 


17. d-Histidinmonochlorhydrat. 

Die magensekretionerregende Wirkung’§ ist sehr  schwach 
(Tabelle XVIII). Erst nach 30 Minuten war es méglich, die freie Salz- 
siure nachzuweisen. 


Tabelle XVIII. 
11. Oktober 1928. Histidinmonochlorhydrat (0,95 g). 








Magensaft Duodenalinhalt 

Zeit EE OOO" a, Fora ae a PS mare 
Kongo- | Menge | ,, 4, | Gesamt- ey 
rot com Freie HCl aziditat Pu Beschaffenheit ame 

| 
Niichtern . . — 18,0 — 6,2 6,0 diinngelb 7,0 
a —_ 25,0 < 5,0 3.4 < 8,0 
— So — 5.5 — 3,7 3,3 7,3 
Bea ie - 8,0 7,0 13,7 2.8 3,4 
a a < ss — 3,0 _ 8.5 
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18. d-Histidindichlorhydrat. 

Verglichen mit Histidinmonochlorhydrat, das nur schwache Wir- 
kung zeigt, besitzt dieses eine starke magensekretionerregende Wirkung. 
Bei Einfihrung ins Duodenum steigt die Gesamtaziditat schon nach 
10 Minuten auf 75,0. Die Menge der in 80 Minuten aus dem Magen 
ausgeflossenen Flissigkeit betrigt 168,5 ccm und die in 50 Minuten 
aus dem Duodenum entnommene 83,6 ccm. Nach diesen Mengen 
beurteilt, folgt das Histidindichlorhydrat dem Glutaminsaurechlorhydrat 
als Sekretionserreger (Tabelle XIX). 


Tabelle NIX. 
12. Oktober 1928. Histidindichlorhydrat (1,14 g). 





Magensaft Duodenalinhalt 


Kongo- Menge a . Gesamt- Menge 
pie H¢ Sa Jeschaffe , 
ee pi Freie HCl azidit&t Beschaffenheit ie 


Niichtern . . ~- 18,5 9,0 5, diinngelb 10,0 
10 Min. . ; - 32,5 22,1 75, ; dickgelb 29,9 


20 oe _ 40,7 él, : ‘ 23,5 
Aaa + 34,0 4 2,f ‘ om 12,1 
ms 4 wt -~ 20,0 5, 6,2 oa 7 10,8 
ae ee. - 10,0 3. r1,: z e 7: 
ee 5,0 ) 7 

| RSS eae ~ 4,3 

oe Ge GS as 3.0 


19. 1-Cystin. 

Es ist keine magensekretionerregende Wirkung festzustellen, 
wenn dieses in das Duodenum eingefiihrt wird. Dabei ist aber die 
Sekretion des Duodenalsaftes gr6éBer als in anderen Fallen und betragt 
100,8 ccm in 40 Minuten (Tabelle XX). 


Tabelle XX. 
2. Oktober 1928. 1-Cystin (0,606 g). 





Magensaft Duodenalinhalt 
Menge 


Kongo- Menge ,.. : Gesamt- ) ee ae 
rot cin Freie HCl aziditut Pu Beschaftfenheit pit 


Niichtern . . - 20,0 . diinngelb 5.0 
ee... - 10,0 f dickgelb 35.0 
eae ; 5,0 - t ty 30,0 
_ hPa ee . 3,5 0 aa 20,5 

15.3 


20. 1-Cystinchlorhydrat. 
Die magensekretionerregende Wirkung dieser Substanz ist viel 
stirker als die von Cystin. Bei Einfiihrung in den Magen und in 
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das Duodenum unterscheidet es sich nur unwesentlich in der Wirkung 


(Tabelle X XI). 
Tabelle XXJ. 


J. Tagawa: 


29. September 1928. 


|-Cystinchlorhydrat (0,78 g). 





Zeit Kongo- Menge 

rot eem 

Niichtern . . — 25,0 
10 Min... . — 45,0 
_ Pee - 10,2 
. Se + 7,0 
ae ue «x —- 4,7 
2 eee — 3,2 
ne - 4,5 


Es wirkt nur schwach sekretionerregend, die Einfiihrung in den 


Freie HCl 


Magensaft 


Gesamt- 


aziditat 


0,0 
29,0 
32,5 
22,5 
15,0 

8,0 


i,o 


21. d-Alanin. 


Pu 


6,0 
1,8 


oo 


cB 
3, 


Y 


Duodenalinhalt 


Menge 
Beschaffenheit flenge 
ecm 

diinngelb 5,0 

dickgelb 20,0 

es 25,0 

14,0 

4,5 

2,9 


Magen ist wirksamer als ins Duodenum (Tabelle X XII). 


Tabelle XXII. 


13. November 1928. 


d-Alanin (0,445 g). 





Zeit Kongo- Menge 

rot ecem 

Niichtern . . — 25,0 
10Mm.... - 34,0 
ea + 5.0 
eo es as 10.0 
Me oo ee — 5,0 
a — 4,4 


Magensaft 


Freie HCl 


0 


12, 
11,5 


Gesamt- 
aziditut 


PH 


22. d-Alaninchlorhydrat. 


Die sekretionerregende Wirkung ist viel starker als bei d-Alanin. 
Einspritzung 


Sie erreicht das Maximum in 40 Minuten 


(Tabelle X XITT). 


21. November 1928. 


Tabelle XXIII. 


nach 


der 


Duodenalinhalt 


: _ | Menge 
Beschaffenheit one 
ecm 


dickgelb 2,0 


d-Alaninchlorhydrat (0,627 g). 





Zeit Kongo- Menge 

rot eem 

Niichtern . . —- 20,0 
10 Min... . - 10,0 
a = 6,0 
eae _ 5.5 
ee _ 2,5 


_, + 1,0 


Freie HCl 


10,0 
15,0 
25,0 
29,5 
28.0 


Magensaft 


Gesamt- 
aziditst 


8.0 
23,7 
33.0 
41.5 
49.5 
50,0 


Pu 


me OD 
OS eon 


ro bo 


Duodenalinhalt 


Menge 
ecm 


Beschaffenheit 


diinngelb 4,0 
dickgelb 4,0 
fa 7,0 

4.0 

0.5 





M 


in 


er 


tri 
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23. Natriumbicarbonat- und Kochsalzlésung. 


Ich habe 100 cem m/20 Kochsalz- bzw. Natriumbicarbonatlésung 
ins Duodenum eingefiihrt. Dabei war keinerlei magensekretion- 
erregende Wirkung nachzuweisen. 

Bei der Einfiihrung der Salzsiure und der salzsauren Aminosaéuren 
tritt der RiickfluB sehr haufig ein, insbesondere bei ungeiibter Handhabung. 
iiberdies ist es auch nicht leicht, die Sonde bis ins Duodenum hinein- 
zubringen. Zum Gliick hat Herr U. Mori, der sich immer bereitwillig fiir die 
Versuche zur Verfiigung gestellt hatte, mit groBer Geschicklichkeit die Sonde 
geschluckt. Diese war jedesmal schon nach 3 Stunden ins Duodenum 
gelangt, und ein RiickfluB des Duodenalsafts wahrend der Untersuchung 
war in den meisten Fallen unterblieben, was meine Experimente sehr er- 
leichtert hat. Es ist dies ausschlieBlich seiner auBerordentlichen Bereit 
willigkeit und seinem Eifer zu verdanken, wofiir ich ihm zum aufrichtigsten 
Dank verpflichtet bin. 4 bis 5 Stunden nach dem Verschlucken der Sonde. 
also in der Zeit, in der sowohl beim Magen- wie auch beim Duodenalversuch 
keine freie Salzsiure mehr nachzuweisen war, trat der RiickfluB fast jedesmal 
ein. AuBerdem ist zu bemerken, daB kein RiickfluB in den ersten 2 bis 
3 Stunden erfolgte, sogar bei der Einfiihrung wirksamer Sekretionserreger. 
wie z. B. des 1-Histidindichlorhydrats (pq = 1.6). 

Wie erklart sich diese Verschiedenheit in der Wirkung der ein- 
zelnen salzsauren Aminoséuren auf die Magensekretion? Aus der 
Erwagung, da8 méglicherweise die in der Lésung vorhandenen Wasser- 
stoffionen dabei irgendwelche Rolle spielen, habe ich die py-Werte 
der benutzten Lésungen bestimmt. Die Resultate sind in der 
Tabelle XXIV zusammengestellt. Danach kénnte man geneigt sein 
anzunehmen, daB Lésungen mit der héheren Aziditat auch die starkere 
magensekretionerregende Wirkung besiéBen. Dennoch sind die Wir- 
kungen solcher mit hoher Aziditét, wie z.B. von freier Salzsdure, 
verhaltnismaBig schwach, und die Wirkung des Glutaminsaurechlor- 
hydrats ist starker als die des Histidindichlorhydrats mit der héheren 
Aziditét. Die Aziditét und die physiologische Wirkung gehen also 
nicht immer parallel. 

Tabelle XXIV. 


Wasserstoffionenkonzentration (m/20 Lésungen). 





Pu 


Salzsaure .. eee 
Histidindichlorhydrat 
Glutaminsaurechlorhydrat . 
Phenylalaninchlorhydrat . 
Asparaginsaurechlorhydrat . 
Leucinchlorhydrat 
Glykokollchlorhydrat 
d-Glutaminsiaure . 6 
Histidinmonochlorhydrat 
]-Asparaginsaure 


> 


ronwwoe 
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Zusammenfassung. 


1. Die salzsauren Aminoséuren besitzen weit starkere magen- 
sekretionerregende Wirkung als die Aminoséuren und die Salzsaure 
fiir sich. 

2. Die Aminoséuren wirken mehr oder weniger magensekretion- 
erregend, wenn sie in den Magen eingefiihrt werden, aber sie biiBen 
diese Wirkung vollstandig ein, wenn sie in das Duodenum eingespritzt 
werden. 

3. Die n/20 Salzsiure besitzt, in den Magen eingefiihrt, keine, 
aber in das Duodenum gebracht, eine ziemlich starke magensekretion- 
erregende Wirkung. 

4. Unter den von mir untersuchten salzsauren Aminosiuren 
erregt das d-Glutaminsaurechlorhydrat die Magensekretion am starksten, 
ob es in den Magen, in das Duodenum oder in den Kleinmagen des Hundes 
eingefiihrt wird. 


Zuletzt méchte ich meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Arai, 
meinen herzlichen Dank fiir die staéndige freundliche Leitung und Herrn 
Prof. Manabe und Herrn Priv.- Doz. Inoue fiir ihre vielseitige liebenswiirdige 
Hilfe aussprechen. Auch den Herren Sakai und Suzuki, welche die Operation 
des Pawlowschen Kleinmagenhundes ausfiihrten, bin ich zum Dank ver- 
pflichtet. 
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Uber die Einwirkung verschiedener Jodeiweib-Spaltprodukte 
auf Entwicklungs- und Regenerationsvorgiinge. 
Von 
W. Brandt, H. Mattis und E. Nolte, Koln. 
(Aus dem anatomischen Institut der Universitat K6ln-Lindenthal.) 


(Eingegangen am 21. Oktober 1931.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Der Zusammenhang zwischen Jodstoffwechsel und Schilddriise 
ist bereits seit langen Jahren bekannt. Aber erst E. Bawmann (1) gelang 
es, nachzuweisen, daB in den Schilddriisen Jod in erheblichen Mengen 
vorhanden ist. Er stellte sodann hauptsachlich durch Kochen mit 
10° iger Schwefelsdure aus Schilddriisen einen jodhaltigen Koérper her, 


den er als Jodothyrin bezeichnete. Er war der Ansicht, in diesem 
Koérper das wirksame Prinzip der Schilddriise festgestellt zu haben. 
Spatere Untersuchungen lehrten jedoch, daB in dem von Baumann 
isolierten Kérper kein chemisch reines Individuum vorlag. 


Oswald (2) arbeitete nach einem anderen Verfahren, indem er durch 
einfache Extraktion der Schilddriise mit physiologischer Kochsalzlésung 
und Fallung mit dem gleichen Volumen gesattigter Ammoniumsulfatlésung 
ein Globulin herzustellen versuchte, das er als Thyreoglobulin bezeichnete. 
Dieser Ko6rper ist in der normalen Schilddriise zu 25 bis 50°, ihres Trocken 
gewichts enthalten. Wenn auch die Substanz im biologischen Kaulquappen- 
versuch sich als aktiv erwies (Romeis (3) , so ergaben jedoch spiitere Unter- 
suchungen, da8 auch dieses Produkt noch nicht den wirksamen Bestandteil 
der Schilddriise darstellte. 

Kendall (4) stellte als erster das Thyroxin dar, indem er die einzelnen 
Schilddriisenbestandteile mittels Dialyse voneinander trennte. Die Auf- 
klarung der Konstitution des Thyroxins gelang jedoch erst Harrington 
und Barger (5), die feststellten, daB die Substanz als vierfach jodierter 
Ather des Hydrochinons mit Tyrosin aufzufassen ist. 

In der Schilddriise ist das Thyroxin, dessen Synthese bereits gelungen 
ist, nur in auBerordentlich geringem MaBe enthalten. Aus 150 g Trocken- 
driisen sind etwa 0,01 g Thyroxin herzustellen. Im Thyroxin liegt ohne 
Zweifel eine Substanz vor, die wesentliche Merkmale der Schilddriisen- 
wirkung aufweist, jedoch immer noch nicht das wirksame Prinzip der 
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Schilddriise darstellt. Thyroxin weist folgende charakteristische Wirkungen 
auf: Es erzeugt schon in kleinsten Dosen Beschleunigung der Metamorphose 
bei Kaulquappen und Axolotin, wirkt im Stoffwechselversuch bei Myx- 
oedematésen, ruft Verzégerung des Wachstums hei Ratten hervor und zeigt 
ferner die Entgiftungsreaktion der Schilddriise gegeniiber acetonitril- 
vergifteten Mausen. Romeis (6) gelang es, aus frischen Nchilddriisen gleich- 
falls eine Substanz herzustellen, die im Kaulquappenversuch sich als auBer- 
ordentlich wirksam erwies, jedoch nicht vom Indol abgeleitet werden muB. 

Aus der Tatsache, daB es sich bei den von Bawmann und Oswald her- 
gestellten Produkten um JodeiweiBverbindungen handelt, geht schon die 
Bedeutung solcher Kérper fiir therapeutische Zwecke hervor. 

Fiir Dijodtvrosin und eine Reihe weiterer JodeiweiBprodukte, die Abe- 
lin (7) untersuchte, lieB sich ein deutlicher Einflu8 auf die Metamorphose 
des Axolotls feststellen; dagegen weisen diese Substanzen nicht die physio- 
logischen Wirkungen der Schilddriise auf. In neueren Untersuchungen hat 
nun Abelin (8) den Einflu8 des Dijodtyrosins auf den hyperthyreotischen 
Stoffwechsel gepriift mit dem Resultat, daB es durch Zufuhr bestimmter 
Mengen Dijodtyrosin méglich ist, Senkungen des Grundumsatzes hervor- 
zuruten. Abelin vermutet eine physiologische Korrelation zwischen Dijod- 
tyvrosin und Thyroxin. 

Schon friiher hatte Schwaibold (9) fiir JodeiweiB eine Beschleunigung 
der Kaulquappenmetamorphose nachgewiesen. Jedoch lieB sich diese 
Metamorphose nur mit dem durch Trypsin verdauten Produkt im alkalischen 
Medium erzielen. In vergleichenden Untersuchungen ergab sich, daB die 
Wirkung etwa der des Thyraden gleichgesetzt werden konnte. 

In einer vor kurzem erschienenen Arbeit hat der eine von uns (10) 
liber den Nachweis von Stoffen mit schilddriisenartiger Wirkung im 
JodeiweiB nach vorausgegangener tryptischer Verdauung bzw. Baryt- 
hydrolyse berichtet und dabei festgestellt, daB eine durch Hydrolyse 
gewonnene Fraktion sich im Axolotlversuch als biologisch auBerordent- 
lich wirksam erwies. Diese Fraktion kam in der Wirkung dem von 
Romeis aus Schilddriisen erhaltenen Produkt auBerordentlich nahe. 
Daher erschien es uns angezeigt, die Wirkungen der einzelnen bei der 
Hydrolyse von JodeiweiB! gewonnenen Spaltprodukte auf Kaul- 
quappen bzw. Molchlarven (Triton alp.) systematisch zu tiberpriifen. 


Die Herstellung der einzelnen Produkte geschah nach der in der oben 
erwaihnten Arbeit naher beschriebenen Methodik, indem die Hydrolyse mit 
Ba(OH), angewandt wurde. Die Hydrolyse wurde 16 bis 20 Stunden 
durchgefiihrt bis zum negativen Ausfall der Biuretreaktion. Das Hydrolysat 
wurde durch Zusatz von 48°, iger Schwefelsiure vom Baryt befreit, der 
Bariumsulfatniederschlag abgenutscht und die so erhaltene Fliissigkeit 
im Vakuum bei 37° eingeengt. Dieses Produkt wurde als «-Fraktion be- 
zeichnet. Weitere Fraktionen wurden erhalten durch Behandlung des 
Barytniederschlags mit Wasser bzw. ammoniakhaltigem Wasser (f- bzw. 
y-Fraktion). Fraktion I und IIIT wurden nach der Methode von Dakin 
(Extraktion des Hydrolysats mit Butyalkohol) gewonnen. Die thera- 


' Als JodeiweiB wurde Jodtropon verwandt. 
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peutisch besonders wirksame H(l-Fraktion stellt das Neutralisations 
prazipitat mit Salzsaure bzw. Essigséure aus der barythaltigen Hydrolysen 
fliissigkeit dar. 

Die biologische Bedeutung von hydrolysiertem JodeiweiB auf 
Wachstums- und Entwicklungsvorginge der héheren Wirbeltiere und 
des Menschen macht in therapeutischer Hinsicht bei Erkrankungs- 
zustanden des Menschen eine exakte Dosierung notwendig, um_ in 
jedem einzelnen spezifischen Falle das adaquate Optimum bereit zu 
haben. Aufgabe der Forschung ist es daher, exakt abgestufte und dosier- 
bare Mengen von Arzneistoffen herzustellen, deren Wirksamkeit im 
Experiment faBbar wird und bewiesen werden kann. 

JodeiweiB selber ist bei Verfiitterung an Froschlarven ohne ent- 
wicklungsbeschleunigende Wirkung, dagegen kommt seinen  ver- 
schiedenen hydrolysierten Abbauprodukten (a, 8, y, 1, ILL, HCl-Fraktion) 
in ganz verschieden abgestuftem Grade eine ganz spezifische Wirkung 
auf die Beschleunigung der Metamorphose sowohl bei Anuren (Rana 
fusca) als auch bei Urodelen (Triton alpestris) zu. Diese Parallel- 
erscheinungen bei den beiden Amphibiengruppen zeigen, daB es sich 
hier um grundlegende biologische Vorgange handelt. 

Es wurde so vorgegangen, da die erwahnten Versuchstiere von Rana 
fusca und Triton alpestris die oben erwahnten Fraktionen in Form von 
Pulver erhielten, das den lebenden. etwas zerstiickelten Tubifexwiirmchen 
zugesetzt wurde. Da die Urodelen ja nur lebendes Futter zu sich nehmen, 
ist diese Art der Verabreichung notwendig; aber auch bei den Frosch- 
larven bewahrte sich diese Methodik; mit lebenden, zerhackten Wiirmchen 
untermischt wird das hydrolysierte JodeiweiB viel lieber gefressen und mit 
Sicherheit auch verdaut. 

Die Versuche wurden wahrend des Sommers (April bis Juli 1931) 
in regelmaBigen Absténden an mehreren Serien wiederholt, um ver- 
schiedene Entwicklungsstadien der Larven unter dieselbe therapeutische 
Einwirkung zu stellen; denn es ist klar, daB mit dem normalen Fort- 
schreiten der Entwicklung, z. B. wahrend des Monats Juli die Bereit- 
schaft zur Metamorphose a priori gréBer ist als im April, so daB an- 
genommen werden kann, dab in diesem letzten Sommermonat ein ganz 
geringer Anreiz schon ausschlaggebenden Erfolg haben wird. Die 
Versuche zeigten aber, da schon im Juni, also zu einer Zeit, da de 
norma Triton alpestris-Larven niemals zur Metamorphose neigen, 
doch schon dieses Entwicklungsstadium in beschleunigtem Tempo 
erreicht wird, allerdings nicht bei allen, sondern bei einer ganz be- 
stimmten Fraktion. Zum Unterschied von den Molchlarven reagieren 
Froschlarven in den spateren Monaten schneller als in den Friihjahrs- 
monaten. Wesentlich ist, daB immer eine geniigend groBbe Zahl von 
normalen Versuchstieren vorhanden ist, die unter ganz gleichen Ver- 
suchsbedingungen geziichtet werden, damit immer unmittelbare Ver- 
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gleiche gezogen werden kénnen. Es wurden daher gleich groBe Aquarien 
ausgesucht, die mit jeweils drei bis vier Larven besetzt wurden. Jedes 
Aquarium erhielt denselben Pflanzenwuchs, dieselbe Bodenbeschaffen- 
heit, denselben Belichtungsgrad, Durchliiftung, dasselbe Futter, dieselbe 
Futtermenge. Jede Versuchsserie bestand somit aus sieben Einzel- 
aquarien, welche die oben genannten sechs Fraktionen und als Vergleich 
eine ganz normale Zucht enthielten. Der Augenblick der eintretenden 
Metamorphose durfte sowohl beim Alpenmolch wie beim Frosch nicht 
iibersehen werden, da die Tiere nach Schrumpfen der Kiemen auBer- 
ordentlich leicht ertrinken, wenn ihnen nicht die Méglichkeit gegeben 
wird, an Land zu gehen. Um diese Zeit herum muB der Wasserspiegel 
der Behalter nur auf eine Héhe von | bis 2 mm eingestellt sein. 

Nach mehreren Vorversuchen mit gew6éhnlichem nicht hydro- 
lysiertem JodeiweiB wurden sechs verschiedene Versuchsreihen wahrend 
des Sommers angestellt, und zwar je zwei an Rana fusca (6. und 20. Juni 
Versuchsbeginn) und je vier an Triton alpestris (10., 20., 24. Juni und 
10. Juli). Jede Versuchsreihe bestand aus den erwahnten sieben ver- 
schiedenen Aquarien, in denen sich je zwei bis vier Tiere befanden, so 
daB also insgesamt in 42 Aquarien 84 bis 168 Versuchstiere beobachtet 
wurden. Nicht einberechnet sind in dieser Summe die Vorversuche. 

Da sich bei den Versuchen sehr bald eine auBerordentliche Be- 
schleunigung der Differenzierungsvorgange und Verkiirzung der Ent- 
wicklungszeit bis zur Metamorphose herausstellte, wurden an zahl- 
reichen Versuchstieren zugleich Amputationen von GliedmaBen und 
Keilexzisionen am dorsalen Flossensaum des Schwanzes vorgenommen, 
in der Absicht, die Abhaingigkeit der Regenerationsinten:sitat vom 
Tempo der iibrigen Entwicklungsvorgange zu priifen. 


Protokolle der einzelnen Versuchsreihen. 
a) Vorversuche mit gewéhnlichem Jodeiweif. 

Zum mindesten verlangsamt gewohnliches, nicht hydrolysiertes Jod- 
eiweiB die Wundheilung nicht: Wurden an Rana fusca — Larven von einer 
Kérperlange von 7 bis 9mm, Ké6rperbreite 4,8 bis 5.8 mm, Schwanzlinge 
14 bis 15mm — die hinteren GliedmaBe zur Halfte abgeschnitten, und auBer- 
dem eine Keilexzision von 1 mm Breite vorgenommen, so waren bei Jod- 
eiweiBfiitterung nach 4 Wochen die GlieBmaBen und die Schwanzwunde 
restlos ad integrum regeneriert. Da dieses Heilungstempo aber auch von 
den normalen Tieren eingehalten wurde, wirkt somit hydrolysiertes Jod- 
eiweiB auf die Wundheilung weder férdernd noch verlangsamend. Die 
negative Wirkung auf die normalen Entwicklungsvorgange (Metamorphose ) 
im beschleunigenden Sinne ist bereits bekannt. Die Wundheilung nach der 
erwahnten Amputation vollzog sich so, da8 nach 17 Tagen an der normalen 
hinteren GliedmaBe der FuB mit der Zehenanlage ausgebildet war, wihrend 
an der amputierten nur erst ein weiblicher, spitzer Stumpf bestand. Inner- 
halb dieser Zeit hatte sich das proximale Schwanzende bis zur Exzisions- 
Wunde fast verdoppelt. 
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b) Hauptversuche mit hydrolysiertem Jodeiweif. 
1. Larven von Rana fusea. 

Es ist bisher nicht bekannt, in welcher Weise und mit welcher Intensitat 
die verschiedenen Aufspaltungsprodukte von JodeiweiB die normale Ent 
wicklung auf der einen Seite und die Regenerationsvorginge an Wunden 
auf der anderen Seite beeinflussen, ob beide biologischen Vorgiénge im 
gleichen Sinne reagieren, oder ob hier eine Trennung der beiden selbst- 
standigen Entwicklungsbahnen sichtbar wird. Zur genauen Beantwortung 
dieser Fragen moégen im folgenden die Ergebnisse der einzelnen Versuchs 
reihen naher besprochen werden. 

i. Serie Rana fusea (Versuchsbeginn 6. Juni 1931). Es wurde bei 
diesen Vorversuchen das rechte Bein in der Mitte des Unterschenkels 
amputiert und zugleich ein keilf6rmiges Stiickchen vom dorsalen Flossen- 
saum exzidiert. Es wire namlich denkbar, daB die. Regenerationsvorgange 
an den verschiedenen Teilen des Korpers ungleich schnell vorangehen, 
zumal ja auch die Wiederherstellung eines fiinffingerigen FuBes ungleich 
grOoBere Anforderungen an das Bildungsvermégen des Organismus stellt 
als eine einfache Haut- und Bindegewebsverheilung. Die relativen zeitlichen 
Beziehungen zwischen Regeneration an bestimmter Stelle und Metamor- 
phoseeintritt werden daher jeweils wechseln. In der Tat zeigen die Kontroll- 
tiere, welche nur mit Tubifexbrei und Algen in den erwahnten biologis*hen 
Wasseraquarien gehalten wurden, bereits schon nach 9 Tagen eine deutliche 
zeitliche Trennung der Heilungsintensitat an den beiden in Frage kommenden 
K6érperstellen; der Keil am Schwanzsaum war fast vollig ausgeglichen, an 
dem Gliedma®B aber fehlte noch das distale Ende. Die Anlagen der vier 
ersten Zehen am FuB in Form von kleinen, stumpfen H6éckerchen bildeten 
sich am elften bis zwélften Tage aus. 

Die Entwicklungsintensitat und Wundheilung der Tiere der einzelnen 
Fraktionen verlief in folgender Form: 10 Tage nach Versuchsbeginn: 

x-FKFraktion. Dorsaler Saum vollig verheilt, die normale hintere Glied- 
maBe besitzt bereits fiinf Zehen mit Schwimmbhiauten zwischen dem proxi- 
malen Ende, der Fu kann leicht bewegt werden. Am Regenerat der rechten 
amputierten GliedmaBe sind nur die allerersten vier Zehenanlagen vor- 
handen. 

p-Fraktion. Flossenkerbe flach angedeutet, das Regenerat am Fue 
besteht aus vier Zehen. 

y-Fraktion. Die Flossenkerbe ist schlecht verheilt. Die Gesamt- 
entwicklung ist weiter vorangeschritten als wie bei den beiden ersten 
Fraktionen. Am Fufe ist iiberhaupt noch keine Zehenanlage sichtbar. 

I. Fraktion. Flossenkerbe véllig verheilt. FuBregeneration im ersten 
Beginn. 

Ill. Fraktion. Derselbe Befund wie bei erster Fraktion. 

HCl-Fraktion. Flossenkerbe noch nicht ganz ausgeheilt. obgleich der 
gesamte Schwanz bereits in Reduktion begriffen ist. dorsaler und ventraler 
Saum sich abgeflacht haben und an der Schwanzspitze Schrumpfungs- 
erscheinungen beginnen. Die Fu®regeneration ist bis zur ersten deutlich 
sichtbaren Ausbildung der Zehen vorangeschritten:; die Gesamtentwicklung 
des Tieres ist im beschleunigten Tempo vor sich gegangen und allen dibrigen 
Fraktionstieren und den Kontrolltieren weit voraus. Die hinteren GliedmaBen 
sind deutlich in Oberschenkel, Unterschenkel und Fu8 gegliedert, die 
vorderen sind bereits durchgebrochen. Kontrolltiere stehen auf der Ent- 
wicklungsstufe der «-Fraktion. 


2+" 
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12 Tage nach Versuchsbeginn: 
a-Fraktion. Immer noch Kaulquappen. Regenerierter FuB etwa halb 
so groB wie der normale (Abb. 1). 


f-Fraktion. Ebenfalls Kaul 
quappen. Flossenkerbe immer noch 
deutlich. Entwicklungsstufe des 


FuBes wie bei der ersten Fraktion. 

y-Fraktion. Flossenkerbe immer 
noch nicht ausgeheilt. Alle vier Glied 
maBen sind durchgebrochen., die Larve 
befindet sich in der Metamorphose 
zum Frosch. 

I. Fraktion. Die vorderen Glied- 
maBen liegen als deutlich sichtbare 
Wiilstchen unter der Haut. 

I11. Fraktion. Die vorderen Glied- 
maBen sind bereits durchgebrochen. 
Beginnende Metamorphose zum 
Frosch. 

HCl-Fraktion. Die Entwicklung 
zum Frosch ist weiter vorangegangen, 
die Proportionen haben sich geéndert, 
die charakteristische breite. plumpe 
Koptform der Larve ist’ froschartig 
verschmalert ; der Schwanz ist kiirzer 
geworden (Abb. 2). 

Kontroliarve. Immer noch Kaul- 
quappen mit verheilter Flossenkerbe. 
Die Regeneration des FuBes hat noch 
langst nicht das normale, voll ent- 
wickelte Stadium erreicht ; man sieht 
erst die Anfangsstadien der Zehen- 
anlagen. 


Regenerierter Fuls 13 Tage nach Versuchsbeginn 





14 Tage nach Versuchsbeginn, zu 
einer Zeit also, da die HCl-Tiere 
bereits kleine Frésche waren, befanden 
sich 17 Kontrollarven, die in groBen 
Aquarien geziichtet wurden, immer 

Abb. 1. noch auf dem Kaulquappenstadium, 

____, Regenerierter Fu. vier von diesen Tieren waren noch 
Beispiel eines in Metamorphose be- 

griffenen Frischchens der H Cl-Fraktion : 

vom 19. Juni 1931. Versuchsbeginns vom 6. Juni stehen- 





auf dem Entwicklungsstadium des 


geblieben. 

Bei der hervorragenden Bedeutung, welche fiir die Entwicklungs- 
und Metamorphosenbeschleunigung der HCl-Fraktion des Jodeiweibes 
zukommt, muB beriicksichtigt werden, daB jegliche Entwicklung tiberhaupt 
neben ihrem Durchschnittstempo zugleich eine individuelle Quote enthalt. 
Unter den zahlreichen Versuchstieren gibt es immer einige, welche aus 
dem allgemeinen Rhythmus herausfallen, die sich entweder an und fiir 
sich schnell zu sehr groBen Tieren entwickeln, andere wieder, die stets 
kiimmerlich und kleiner bleiben. Es liegt der Ausbau der Ergebnisse dieser 
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individuellen Entwicklungskurven auf konstitutionellem CGebiete Fiu 
den Menschen stehen gerade diese Fragen augenblicklich im Vordergrund 
arztlichen Denkens. Auch hier bei den erwahnten Versuchsserien mu 
angenommen werden, das den einzelnen Fraktionen eine ganz spezifische, 
entwicklungstoOrdernde Reizstarke auf den tierischen Organismus zukommt. 
der dann je nach seiner augenblicklichen physiologischen Reaktionsbereit - 
schaft aut diesen Reiz anspricht. 
Ganz allgemein ist dieser ent- 
wicklungstorde rnde Reiz bei der 
HCl-Fraktion am = gréBten und 
lost hier physiologisch die best - 
moglche Reaktion aus. Inner- 
halb dieses generellen Ergeb 
nisses stehen vereinzelte wenige 
Individuen, deren Ent- 
wicklungsbahnen im positiven 
oder negativen Sinne endogen 
von den Durcehschnittswerten 
gestaffelt werden. 

Besonders deutlich werden 
diese Eigenheiten, wenn etwas 
ailtere Larven zu den Ver- 





suchen herangezogen werden. 
Je naher der Zeitpunkt der 
normalen Metamorphose in .«®% 
der freien Natur bei Rana 
fusca heranrickt, um so sen- 
sibler ist der Organismus der 


Regenerierte! 


Ful 


Larven auf die Reizdosis der i: 
Jodeiweibfraktion eingestellt. j 
An einer zweiten Ver- JA 
suchsserie vom 20. Junikonnte Abb. 2. 
erwiesen werden, dab die Zezt- Regenerierter Fub, 13 Tage nach Versuchsbeginn. 
= r Beispiel eines Kontrolltiers der e-Fraktion 
spanne vom Fiitterungsbeginn Kiemenatmende Kaulquappe 19. Juni 193) 
bis zum wirksamen Ausschlag 
der eingetretenen Metamorphose wm die Halfte herabgesetzt war. 
Bereits schon nach 8 Tagen hatte die HCl-Fraktion die Ent- 
wicklung bis zum fertigen, springenden Fréschchen geférdert. Bei 
diesen alteren Larven, die also dem normalen Zeitpunkt ihrer Meta- 
morphose an und fiir sich schon naher stehen, zeigten sich zugleich 
in erhéhtem Mae die bereits erwahnten individuell verschiedenen 
Entwicklungskurven. Gerade hier fanden sich in den einzelnen Frak- 
tionen Tiere, die im beschleunigten Tempo reagierten und aus dem 
allgemeinen Rhythmus herausfielen, so z. B. in der y- und III.-Fraktion. 
Diese Spattiere vom 20. Juni waren nun weiter in folgender Hinsicht 
interessant. Obgleich bei den HCI-Tieren die Entwicklung innerhalb 
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1 Woche bis zur fast abgeschlossenen Metamorphose vorangegangen 
war, hatte die Regenerationsintensitét des amputierten FuBes und 
der Flossenkerbe nicht gleichen Schritt gehalten. Zu dieser Zeit war 
die Amputationsstelle wohl verheilt zu einem konischen Zapfen, aber 
irgendwelche Andeutungen von Fingerentwicklung fehlten vollkommen, 
die Flossenkerbe war im Grunde wieder etwas flacher geworden. 

Es gibt ersich somit aus dieser Versuchsserie, daB die hydrolysierten 
JodeiweiBpraparate, insbesondere die HCl-Fraktion, die normalen 
Differenzierungsvorgange der spiteren Entwicklungsstadien von Kaul- 
quappen in noch starkerem Mae beschleunigt wie bei den jungen Stadien, 
dap aber die Regenerationsvorginge mit dieser Beschleunigung nicht 
gleichen Schritt halten. 


2. Larven vom Alpenmolch (Triton alpestris). 

Wenn den JodeiweiBfraktionen eine allgemeinere biologische Be- 
deutung zukommen soll, die sich auch fiir den Menschen auswerten 
laBt, miissen Vergleichsuntersuchungen auch an anderen Amphibien 
und anderen Wirbeltieren angestellt werden. Von den Amphibien 
interessieren hier neben den Anuren in erster Linie die Urodelen. Es 
wurden daher vier Serien (10., 20., 24. Juni, 10. Juli) von jungen Molch- 
larven von Triton alpestris unter dieselben Versuchsbedingungen wie 
Rana fusca gestellt, regelmaBig mit den verschiedenen Fraktionen 
gefiittert und zugleich auch dieselben Amputationen vorgenommen, 
hier aber an Stelle der hinteren die vordere GliedmaBe in der Mitte 
des Unterarms amputiert, dann derselbe dreieckige Exzisionskeil im 
dorsalen Flossensaum des Schwanzes gesetzt. 

1. Serie vom 10. Juni. Die Versuchstiere hatten eine Gesamtkérper- 
lange von 1.8 bis 2.5em; alle vier GliedmaBen waren mit ihren Fingern 
voll entwickelt und beweglich. Nach Ablauf 1 Woche zeigten Kontroll- 
und .Fraktionstiere folgenden Befund: 

Kontrolltiere. Flossenkerbe fast véllig verheilt, nur noch ganz seichte 
Einziehungen sichtbar, an der GliedmafSe ist noch keine Regeneration 
eingetreten. 

a-Fraktion. Flossenkerbe véllig verheilt. Amputationsstumpf noch 
zugespitzter Kegel. 

p-Fraktion. Derselbe Befund wie bei der x-Fraktion. 

y-Fraktion. Die Tiere sind machtig gewachsen, zugleich sind sémtliche 
vier Finger der vorderen GliedmaBe ausgewachsen und werden aktiv 
beim Kriechen bewegt. 

I. Fraktion. Nicht ganz so starker Wachstumsfortschritt wie bei der 
y-Fraktion, im iibrigen derselbe Befund wie bei der «-Fraktion. 

III. Fraktion. Derselbe Befund wie bei der I. Fraktion. 

HCl-Fraktion. Hat noch nicht die Wirkungsstarke der y-Fraktion 
erreicht. 

Nach weiteren 5 Tagen ist bei saimtlichen Versuchstieren die dorsale 
Flossenkerbe véllig verheilt und eine Wundstelle tiberhaupt nicht mehr 
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nachweisbar. Der Schwanz gleicht véllig dem der normalen Kontrolltiere. 
Die 7'-Fraktion ist immer noch an Wirkungsstiérke der H Cl-Fraktion iiber 
legen. Im Verlaut der ndchsten 14 Tage setzt bei den HCl-Fraktionstieren 
plotzlich eine starke Entwicklungsbeschleunigung ein, die Kiemen = ver 
schwinden, der Kérper wird walzenférmig und schlank, der Flossensaum 
des Schwanzes ist resorbiert und erscheint an Dicke allmahlich abnehmend 
als unmittelbare Fortsetzung des Korpers. Bei dieser plotzlich einsetzenden 
starken Differenzierungsbeschleunigung und dem Einsetzen der Metamot 
phose sind die Larven an Wuchs wesentlich kleiner als die WKontrolltiere 
und die tibrigen Fraktionstiere. Gerade bei den Kontrolltieren und weitaus 
den meisten Tieren samtlicher tibriger Fraktionen hat in dieser Zeit ein 
machtiges Wachstum eingesetzt, die Regeneration ist weit vorangegangen., 
die regenerierte GliedmaBe ist mindestens doppelt so groB als bei den 
HCl-Tieren. Samtliche Kontrolltiere sind noch wirkliche Larven mit 
machtigen Kiemenbiischen und breiten Flossensaum dorsal und ventral 
am Schwanz. 

Die HCl-Fraktion férdert eben gerade in typischer Weise ganz analog 
dem Schilddriisensekret die Differenzierungsvorgange zum erwachsenen 
Zustande hin. Biologisch gehért in diesen Funktionskomplex natiirlich 
das Aufhéren staérkeren Wachstums und zugleich das Nachlassen der 
tegenerationsintensitat, die allgemein, wenn auch nicht immer, am 
jugendlichen, intensiv wachsenden Gewebe gréBer ist als am alteren. 
Auch noch wahrend der naichsten 3!/, Wochen blieben Kontroll- und 
siimtliche Fraktionstiere immer noch typisch kraftige Larven mit 
dichten Kiemenbiischeln und Flossenschwanz, ihre Metamorphose tritt 
auch nicht in der vierten Woche nach dem Eintritt der erwahnten 
Metamorphose bei den HCl-Tieren ein. 2 Monate nach Versuchsbeginn 
waren samtliche Kontrolltiere und die meister Versuchstiere immer 
noch typische Larven mit Kiemenbiischeln; die HCl-Fraktion hatte 
demgegeniiber bereits schon 14 Tage nach Versuchsbeginn Metamorphose 
zum erwachsenen Tiere ausgelost. 


2. Serie vom 20. Juni. 14 Tage nach Versuchsbeginn ergeben = sich 
tolgende Befunde: 

Koutrolltiere. Die dorsale Schwanzflossenkerbe ist vollig verheilt 
und nicht der geringste Defekt mehr nachweisbar. Die amputierte rechte 
Hand ist regeneriert, man erkennt drei winzige Finger, die normale Linke 
tragt bereits vier groBe Finger: bei manchen Kontrolltieren sind die drei 
in beginnender Regeneration begriffenen Finger nur erst als ganz winzige 
Stummelchen vorhanden. 

#-Fraktion. Manche Tiere sind auf dem Entwicklungsstadium der 
Kontrolltiere. manche im Regenerationsgrad noch weiter zuriick. 

§-Fraktion. Fast derselbe Befund wie bei der x-Fraktion. 

Bei der |. und III. Fraktion ist die Regenerationsintensitat bald ein 
wenig besser. bald ein wenig geringer als bei den Kontrolltieren. 

Wahrend nun simtliche Fraktionstiere noch typisch Larven sind 
mit kraftigen Kiemenbiischeln und breitem Ruderschwanz, finden sich 
bei den HCl-Fraktionstieren bereits schon die ersten Zeichen einer 
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beginnenden Resorption der Kiemen und der Schwanzflossensiume, 
wahrend die Regenerationsintensitat wie alle bisherigen Versuche be- 
statigt haben, mit dieser gesteigerten Intensitat nicht gleichen Schritt 
halt. Nach weiteren 4 Tagen haben die HCl-Tiere tiberhaupt keine 
Kiemen mehr, der Schwanzflossensaum ist ebenfalls véllig resorbiert, 
so daB dieser bereits vor véllig beendeter Regeneration zum Schwinden 
kommt. Samtliche tibrigen Fraktions- und Kontrolltiere sind noch 
tvpische Larven. Wiederum sind diese metamorphosierten Tiere kleiner 
als die Wasserlarven, sie kriechen an Land, bewegen und benutzen die 
immer noch nicht véllig regenerierte Hand und sind in allen Proportionen 
verkleinerte Exemplare ausgewachsener Molche. 

Nach weiteren 10 Tagen haben Kontroll- und Fraktionstiere 
regenerierte Hinde von fast derselben GréBe wie die normalen Tiere. 
Zeichen von beginnender Metamorphose sind immer noch nicht nach- 
weisbar. 

Nach weiteren 14 Tagen findet sich unter saimtlichen Versuchs 
tieren nur ein einziges in beginnender Metamorphose, und zwar in der 
x-Fraktion, alle iibrigen sind immer noch Larven. 

Bei dieser zweiten Versuchsserie ergibt sich somit, dap bereits schon 
14 Tage nach Versuchsheginn durch Verfiittern der HCl-Fraktion beim 
Alpenmolch in der Mitte des Monats Juli Metamorphose zum erwachsenen 
Tier ausgelést werden kann. 

3. Serie vom 24. Juni und 4. Serie vom 10. Juli. 

Diese beiden alteren Versuchsserien diirften vor allem beweisend 
sein fiir eine noch stairkere Beschleunigung der Metamorphosenaus- 
lésung, da die Larven dem normalen Ende des Wasserlebens an und fiir 
sich naher stehen. Die HCl-Fraktion war hier imstande, die friiher 
erwihnten 14 Tage bis zur beginnenden Metamorphose auf 12 Tage 
zu reduzieren. Es scheint demnach, daB bei Triton im Gegensatz zu 
Rana fusca das Maximum an Wirkungsintensitat schon bei recht jugend- 
lichen Tieren auslésbar wird. Im iibrigen bestatigen diese beiden Ver- 
suchsserien die bereits friiher gefundenen Ergebnisse; mit Ausnahme 
der HCl-Fraktion sind samtliche iibrigen Fraktionen nicht wesentlich 
wirksam, weder die Entwicklung noch Metamorphose noch Regene- 
rationsintensitat ist gesteigert gegeniiber den normalen Kontrolltieren. 
Im allgemeinen ist bereits schon 14 Tage nach Versuchsbeginn die 
Regeneration der hier amputierten linken vorderen und rechten hinteren 
GliedmaBe soweit beendet, daB vorn drei fertige Zehen, hinten zwe: 
ausgebildet sind, vorn der vierte eben anfaingt, hinten der dritte. Mit 


geringen zeitlichen Schwankungen in den einzelnen Fraktionen schreitet 
die Entwicklung der Zehen voran. 

Bringt man die Tiere der HCl-Fraktionen nicht rechtzeitig an 
Land, so ertrinken sie schnell, da sie reine Lungenatmer geworden sind 
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alle ibrigen Tiere simtlicher Fraktionen bleiben noch wochenlang als 


Kiemenatmer im Wasser. Die Wasserlarven werden immer gréBer 
und gréBer, die metamorphosierten Tiere im Gegenteil kleiner und 
differenzieren sich in ihren samtlichen Proportionen zu erwachsenen 
Miniaturmolchen aus. 

Zusammenfassung, 


Von den untersuchten Fraktionen des hydrolysierten JodeiweiBes 
(a, B, y. 1, IIT, HCl) ist die HCl-Fraktion bei weitem die physiologisch 
wirksamste. Diese lést bei Froschlarven bereits schon in 8 Tagen, 
beim Alpenmolch in 12 bis 14 Tagen Metamorphose aus. Das Optimum 
der Wirksamkeit setzt sich schon bei Jungtieren im Anfang des Monats 
Juni bei Molchlarven durch. Die Ausdifferenzierung des Schwanzes bei 
den Molchen, die Veranderung der Kopfform, des Rumpfes, der Pro- 
portionen der einzelnen Kérperabschnitte ist bei beiden untersuchten 
Amphibiengruppen typisch fiir ausgewachsene Tiere. Mit dieser auBer- 
ordentlichen Beschleunigung der Differenzierungsvorginge halten die 
larvalen Wachstumsvorgange und die biologisch mit ihnen verkniipften 
héheren Regenerationsintensitaten nicht gleichen Schritt. 

Es erscheint von besonderer Bedeutung, darauf hinzuweisen, dal 
die HCl-Fraktion des JodeiweiBes im Experiment Erscheinungen 
hervorzurufen imstande ist, die zur wirksamen Schilddriisensubstanz 
in volliger Ubereinstimmung stehen. Auf diese Weise gelingt es, endo- 
krinologische Parallelen zu beweisen und rationell therapeutisch nutzbar 
zu machen. 
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Wirkt die Katalase sauerstoffsparend? 


Von 
A. Staffe. 


(Aus dem Institut fiir Molkereiwesen und landwirtschaftliche Bakteriologi« 
an der Hochschule fiir Bodenkultur in Wien.) 


(Eingegangen am 22. Oktober 1951.) 


Der in der belebten Natur sozusagen ubiquitéren Katalase wird 
wohl tibereinstimmend eine dominierende Rolle im Zellstoffwechsel 
zugeschrieben. Aber wahrend auf der einen Seite die Ansicht vertreten 
wird, daB das Wasserstoffsuperoxyd in Wasser und Sauerstoff spaltende 
Ferment den Kérper von dieser giftigen Schlacke zu befreien, ihn also 
zu entgiften habe und mit dieser Funktion die Aufgabe der Katalase 
erschépft sei, fehlt es auch nicht an Verfechtern der Annahme, dab der 
durch die Katalasewirkung frei werdende Sauerstoff dem Korper 
wieder zuganglich sei, die Katalase also die wichtige Funktion eines 
sauerstoffsparenden, 6konomisierenden Agens zu erfillen habe. 


Engler stellt den Vorgang so dar, daB die Katalase mit dem Superoxyd 
zunachst eine Verbindung eingehe. die unter Bildung von Wasser und 
inaktivem Sauerstoff zerfalle. Das Schema wire dann folgendes: 


O—OH O—OH 
K (Katalase) + Hy Oo K< ; 2K 2AK+2H,0 + Og. 
SH H 
Eine analoge Ansicht vertritt auch Burnett, und der von einer Reihe 
von Forschern [z. B. Magat (7)| gemachte Hinweis auf den Parallelismus 
zwischen dem Katalasegehalt des Blutes und der Intensitat der oxydierenden 
Prozesse (Grundumsatz) wiirde jene Ansicht bekraftigen. W. W. Prawdicz- 
Neminski (9) fand eine Anreicherung des Blutes mit Katalase wahrend der 
periodischen Bewegung des Darms und erklart sie dadurch. dai er der 
Leber, der Pankreasdriise, der Schleimhaut des Darmkanals die Fahigkeit 
zu einer innersekretorisch periodisch auftretenden Zufuhr von Katalase 
ins Blut zuschreibt. Auch Wielands (16) Arbeiten zu dieser Frage erkennen 
der Katalase die Fahigkeit zu, in der Zelle das als eines der ersten Produkte 
und in der Regel im Uberschu8 entstandene Wasserstoffsuperoxyd zu 
zerlegen, die Zelle also vor schidlichem EinfluB desselben zu schiitzen, 
sie zu entgiften. 
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Dagegen faBt W. Ewald (4) die Rolle der Katalase im Korper so auf, 
daB sie aus dem Oxyhimoglobin molekularen Sauerstoff abspalte, der in 
den Geweben wieder aktiviert werde. Eine noch weitergehende, aber auch 
sauerstoffsparende Funktion schreibt ihr 7. Thunberg (14) zu, namlich 
die, daB sie aus dem Wasserstoffsuperoxyd, dem ersten und natiirlichsten 
Kondensationsprodukt zwischen dem Wasserstoff und dem vorhandenen 
Sauerstoff, unter Wasserbildung die Halfte des Sauerstoffs zu neuer Ver- 
wendung als Wasserstoffakzeptor frei macht, sie also rettet, dem Korpet 
erhalt und daneben noch Wasser bildet. 

In modifizierter Form teilen auch Euler und Josephson (3) Thunbergs 
Ansicht. Es ist ohne weiteres klar, daB dieser sauerstoffsparenden 6konomi- 
sierenden Rolle der Katalase wenn sie zu Recht bestande, eine nicht 
weniger prinzipielle Bedeutung zukame als der entgiftenden, und so 
diirften Argumente, die die Stichhaltigkeit der Thunbergschen Ansicht 
zu bekraéftigen scheinen, einigem Interesse begegnen. 

Unter den das Klima des Hochgebirges von dem der Ebene unter- 
scheidenden Kennzeichen nimmt der verminderte Luftdruck, also 
auch der geringere Sauerstoffgehalt der Atmosphare mit die erste 
Stelle ein. Nun liegt eine Reihe von Untersuchungen vor, die den 
Katalasegehalt des Blutes unter vermindertem Luftdruck erhéht finden, 
und wenn ihre Resultate bisher auch nicht diese Deutung erfuhren, 
so scheint es naheliegend, anzunehmen, daB — Thunbergs Ansichten 
als richtig vorausgesetzt — der Koérper unter vermindertem Luftdruck 
der Zwangsanoxybiose durch reichlichere Katalaseproduktion gerecht 
zu werden versucht. 

Der erste, der beim Menschen eine im Hochgebirge ansteigende 
Katalasezahl des Blutes gefunden hat, scheint G. Viale (15) gewesen 
zu sein. Eingehend macht A. J. Alexeeff die Frage zum Gegenstand 
seiner Untersuchungen (1). Er findet die Katalasezahl nicht nur bei 
Bergbewohnern viel héher als bei Flachlandbewohnern, sondern er- 
mittelt auch bei Besuchern des unweit Taschkent gelegenen Hoéhen- 
kurortes Tschimgan (1432 m) ihre rasche Erhéhung in den ersten 3 bis 
4 Wochen des Bergaufenthalts. Die Erhéhung geht schneller vor sich, 
als dies bei den Erythrocyten der Fall ist, mit denen gemeinhin die 
Katalasemenge in Zusammenhang gebracht wird. Der L. Sternschen (13) 
Ansicht vom Vorhandensein einer die Katalase in ihrer Wirkung 
hindernden Antikatalase und einer sie aktivierenden Philokatalase 
Rechnung tragend, erklart er die gegen Abend beobachtete 10- bis 
20°,ige Schwachung der katalatischen Kraft des Blutes mit dem 
Anstieg der Antikatalase zu dieser Zeit. Bei abnehmender Temperatur 
und steigender Windstarke, also bei den Sauerstoffverbrauch erhéhenden 
bzw. das Sauerstoffangebot vermindernden Zustanden, findet Alexeeff 

einen Anstieg der Blutkatalasezahl. 

Bei Versuchen in der pneumatischen Kammer fand endlich 7’. Rade//(10) 
bei Mausen und Ratten, die einem Luftdruck von 280 1m Quecksilber, 
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entsprechend einer Héhenlage von rund 8000 m. ausgesetzt wurden, ein 
bedeutendes Anwachsen der Katalase und einen allmaéhlichen Abfall bei 
der Riickversetzung unter normalen Luftdruck. Gerade diese Versuche. 
die den Faktor Luftverdiinnung, also vermindertes Nauerstoffangebot des 
Hochgebirgsklimas gesondert erfassen. deuten wohl auf einen innigen 
Zusammenhang zwischen Sauerstoffangebot und Katalase. 

Im gleichen Sinne sprechen auch die im folgenden anzufiihrenden 
eigenen Untersuchungen an der Milch von vier Versuchskiihen, die in 
einer je l4tagigen Vor- und Nachperiode im Tal (826m) und einer 
finfwéchigen Hauptperiode im Hochgebirge (2000 bis 2450 m) auf 
freier Alpenweide gehalten wurden. Der Katalasegehalt der Milch, der 
teils bakteriellen, teils orgindren Ursprungs ist, kann hier natiirlich 
nur beziiglich dieses letzteren Anteils interessieren, und auch nur dann, 
wenn ein Zusammenhang zwischen Blut- und Milchkatalase erwiesen ist. 

DaB die bakterielle Milchkatalase im vorliegenden Falle vernach- 
lassigt werden kann, geht unter anderem aus folgenden Hinweisen zur 
Geniige hervor: 

a) der Katalasegehalt der Milch stieg bei der Uberstellung ins 
Hochgebirge, wie vorweg angegeben sei, jah an und fiel bei der Riickkehi 
ins Tal und zum Stallaufenthalt, also in ein Milieu erhéhten Bakterien- 
befalles schroff ab, und zwar trotz fortgeschrittenen Lactationsstadiums, 
also auch aus diesem Grunde zu erwartenden Katalaseanstiegs. 

b) Im Hochgebirge ist die Bakterizidie von Blut, Serum und 
Leukozyten wesentlich erhéht (2). 

c) Bakterien in ihrer Lebenstatigkeit abschwachende Umwelts- 
faktoren, wie z. B. Temperatursenkungen, fiihrten, wie vorwegnehmend 
bemerkt sei, zu einer Steigerung des Katalasegehalts der Milch. 

d) Die bakterielle Katalase bedarf, wie iibereinstimmend alle 
Untersuchungen betonen, langere Zeit zu ihrer Entwicklung. Im vor- 
liegenden Falle erfolgte die Anstellung der Katalaseprobe wenige 
Minuten nach der Melkung. 

DaB zwischen Blutkatalase und Milchkatalase ein gewisser Zu- 
sammenhang besteht, tut der zweifellos parallele Gang beider Katalase- 
zahlen dar, der durch kiirzlich im obigen Institut auf Veranlassung de 
Verfassers durch A. Zeilinger durchgefiihrte, noch nicht ver6ffentlichte 
Untersuchungen festgestellt wurde. Zu den gleich zu diskutierenden 
Ergebnissen der Hochgebirgsuntersuchungen muf allerdings noch 
vermerkt werden, da8 ein Teil der auBerordentlich gesteigerten Katalase- 
menge wahrscheinlich direkt auf dem Wege des Ubertritts von Kérper- 
depotfett in die Milch gelangt ist, ein SchluB, der einerseits aus der 
Veranderung der Fettkonstanten der Hochgebirgsbutter in der Richtung 
gegen das Kérperfett, das bekanntermaBen auBerordentlich katalasereich 
ist, andererseits aus den seit den Untersuchungen von A. Faitelowttz (5), 
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E. Reiss (11) und D. W. Kooper (6) keinem Zweifel unterliegenden 
Beziehungen zwischen Fett und Katalase in der Milch gezogen werden 
kann. 

Die schon erwahnte Steigerung der Katalasemenge — ermittelt 
mit Funkes Katalaseapparat bei 18° C — zeigte im Durchschnitt taglich 
zweimaliger Ermittlungen folgendes Bild: 





Nach 2 Stunden Nach 4 Stunden 
Friihmileh Abendmilch Friihmilch Abendmilch 
Vorperiode im Tal (Stall) fees 1.53 0.81 2.33 1.77 
Hauptperiode: 
a) Die ersten 9 Tage im Hoch- 
a ee ; 3,81 4.20 5,53 6.13 
b) die restlichen 21 Tage im Hoch- 
Mn cs Ge eS LS 2.57 2.79 4,54 nicht ermittelt 
Nachperiode im Tal (Stall). . . 1,63 1,40 2.57 2.10 


Die Tabelle vermittelt folgende Schliisse : 

a) Die Katalasemenge ist im Hochgebirge auffallend héher als 
im Tale bei Stallaufenthalt. Die Zunahme betrigt, wenn die Er- 
mittlung nach 2 Stunden beriicksichtigt wird, in den ersten 9 Tagen 
des Héhenaufenthaltes 140°, bei der Morgenmilch und 418°, bei der 
Abendmilch. 


b) Die Katalasemenge geht nach langerem Héhenaufenthalt 
zuriick, wohl eine Folge der Angewéhnung des Organismus an das 
geanderte Milieu, steht aber auch dann noch wesentlich iiber den Tal- 
werten. 

c) Wahrend im Tale die Abendmilch katalaseirmer ist als die 
Morgenmilch, ist im Hochgebirge das Verhaltnis ein umgekehrtes. 
Diese auffallige Erscheinung findet ihre zwanglose Erklarung, wenn 
bedacht wird, daB die Tiere wahrend des Talaufenthalts nachts- 
iiber bei dem in der Regel ruhigen Liegen im Stalle in einer 
sauerstoffarmeren Atmosphare verweilten, also der Kérper die relative 
Anoxamie durch erhéhte Katalaseproduktion im Blute und das in 
weiterer Folge eintretende Freiwerden von Sauerstoff wettzumachen 
suchte, waihrend im Hochgebirge gerade umgekehrt die tagsiiber norma! 
starker bewegte Luft, die am Tage — die Tiere blieben nachtsiiber in 
einem Pferch oder in nachster Umgebung desselben — zu vollbringende 
Steigarbeit — es muBten fast taglich Héhendifferenzen von 300 bis 
400 m zuriickgelegt werden — bei gleichzeitiger intensiver Milch- 
bildungstatigkeit einen staérkeren Sauerstoffverbrauch in der an sich 
sauerstoffarmen Hochgebirgsatmosphare bewirken und daher jenen 
analogen Vorgang auslésen muBten. 
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Der naheliegende Einwurf, da®B vielleicht das reizstoffreichere Futter 
der Hochgebirgsweide die katalaseerhéhende Wirkung ausgeiibt habe. ist 
dadureh hinfallig, daB in den ersten 9 Tagen des Héhenaufenthalts zwei 
der Versuchskiihe mit eigens aus dem Tale mitgebrachtem Heu, an das six 
in der Vorperiode gew6hnt worden waren. gefiittert wurden, im itibrigen 
durch einen Drahtmaulkorb an jeder Futteraufnahme gehindert ware) 
und doch einen ganz bedeutenden Katalaseanstieg zeigten. der relatiy 
sogar héher war als bei den beiden anderen gleich auf die freie Weide vx 
lassenen Versuchskiihen. 

Schon G. Viale (15) erérterte die Frage, ob der Katalase nicht 
die Funktion eines chemischen Faktors der Warmeregulation zuzu- 
sprechen sei, ein Gedanke, den in ahnlicher Weise, aber unabhangig 
von diesem Autor auch G. Roeder ausspricht: Da die Katalase ein 
um 20°C liegendes Wirkungsoptimum besitzt, ein Umstand, der bei 
einem Korperferment auffallig ist, kénnte ihr die Rolle zufallen, bei 
sinkender Temperatur durch ihre dann gesteigerte Tatigkeit dem 
K6rper in héherem MaBe Sauerstoff zuzufiihren, der die Oxydations- 
prozesse im K6rper stark beschleunige und so zu Warmeerhéhung 
fiihre. Jedenfalls konnte J. A. Alexeeff (1) bei abfallender Temperatur 
einen Katalasewertaufstieg im Blute feststellen. Da es andererseits 
bekannt ist, daB sinkende Temperatur den Sauerstoffverbrauch steigert, 
so ist es naheliegend, hier an einen Zusammenhang, und zwar insofern 
zu denken, als die bei Temperaturabfall anwachsende Katalasemenge 
bzw. das sohin gesteigerte Sauerstoffangebot im Kérper dem Sauerstoff- 
bedarf gerecht wird und eine etwaige Sauerstoffschuld ausgleicht. 

Auch die eigenen Beobachtungen fiihrten zu analogen Befunden. 
Taglich um 7, 2 und 9 Uhr angestellte Messungen der Temperatur, mehr noch 
die mit L. Hills Katathermometer durchgefiihrten Ermittlungen der Ab- 
kithlungsgr6Be lieBen einen weitgehenden Zusammenhang von Milch- 
katalasewert und Temperatur erkennen. Zur Zeit zweier in die Hoch- 
gebirgsversuchsperiode fallender Wetterstiirze war der Katalasegehalt 
der Milch ebenso ein auffallig hoher, wie der Héchstwert der im Hoch- 
gebirge beobachteten Katalasemenge (Tagesdurchschnitt nach 3 Stunden) 
auf den durch die bedeutendste Abkiihlungsgr6Be charakterisierten Tag fiel! 


Zusammenfassung. 


Fir die Ansicht 7. Thunbergs, daB die Katalase ein fir den 
Korperbedarf Sauerstoff frei machendes, also sauerstoffsparendes, 
ékonomisierendes Ferment sei, sprechen die Befunde, daB das Blut 
in der sauerstoffarmen Atmosphare des Hochgebirges katalase- 


1 Beziiglich tabellarischer Belege wird auf eine in der Zeitschrift fiir 
Tierziichtung und Ziichtungsbiologie im Erscheinen begriffene Arbeit: 
,.Vorstudien zur Frage des Einflusses einiger Faktoren des Héhenklimas 
auf einige Eigenschaften und Bestandteile der Milch gealpter Kiihe‘ ver- 
wiesen. 
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reicher ist. Der durch eigene Erhebungen an Kiihen im Tiroler Hoch- 
gebirge festgestellte Anstieg der originaren Milchkatalase, ihre nach 
Steigarbeit und bei Kalteeinwirkung erhéhte Menge werden im gleichen 
Sinne gewertet. 
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Verbrennung von Kohlenoxyd zu Kohlensiure durch griine 
und mischfarbene Himine. 


Von 
Erwin Nezelein. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem.) 
(Eingegangen am 22. Oktober 1931.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Lést man ein rotes! Hamin (Blutfarbstoffhamin, Mesohamin, 
Rhodohémin, Koprohamin usw.) in Natronlauge und schiittelt mit 
Kohlenoxyd, so wird kein Kohlenoxyd aufgenommen. Kohlenoxyd 
wird von den roten Haminen nur dann absorbiert, wenn man ihr Eisen 
(mit Cystein, Natriumhydrosulfit oder Ferrotartrat) reduziert. Anders 
verhalten sich die griinen und mischfarbenen Hamine. Lést man ein 
griines oder mischfarbenes Hamin in Natronlauge und schiittelt die 
Lésung mit Kohlenoxyd, so wird, ohne daB man ein Reduktionsmictel 
hinzufiigt, Kohlenoxyd absorbiert, und zwar pro Mol Hamin 1,5 bis 
2 Mole Kohlenoxyd. 


Herr Warburg, der dies fand, forderte mich auf, die Reaktion zu 
untersuchen. Es zeigte sich, daB bei der Reaktion Kohlenoxyd durch 
das Eisen der Himine zu Kohlensaure oxydiert wird. Bedeutet FeOH 
Hamin und FeCO die Kohlenoxydverbindung des reduzierten Hamins, 
so hat man im allgemeinen die Bilanzgleichung 

2FeOH + 3CO = CO, + 2FeCO + H,0, (1) 
d.h., pro Mol Haémin werden 1,5 Mole Kohlenoxyd aufgenommen 
und 0,5 Mole Kohlensaiure gebildet. Es gibt Himine, die pro Mol 
Hamin mehr als 1,5 Mole Kohlenoxyd aufnehmen und mehr als 0,5 Mole 
Kohlensaéure bilden. Woher in diesen Fallen der Sauerstoff stammt, 
der iiber 1 OH pro Mol Hamin hinausgeht, ist unklar. 

Nach Gleichung (1) ist zu erwarten, daB Hamine bei Gegen- 
wart von Sauerstoff Kohlenoxyd katalytisch zu Kohlensaure ver- 


1 Uber die Kilassifizierung der Hamine nach ihrer Farbe veg. 
O. Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr. 244, 1932. 
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brennen. Denn Sauerstoff oxydiert das zweiwertige Eisen des FeCO 
zu FeOH, womit die Anfangsbedingungen der Gleichung (1) immer 
wieder hergestellt werden. In der Tat findet man bei Gegenwart von 
Sauerstoff eine katalytische Verbrennung von Kohlenoxyd zu Kohlen- 
siure, jedoch nur dann, wenn der Sauerstoffdruck in den GefiBen so 
niedrig gehalten wird, d«B immer ein Teil des Haimineisens als FeCO 
vorliegt. Es folgt daraus, daB FeOH nicht direkt mit Kohlenoxyd 
reagiert, sondern nur mit Kohlenoxyd, das an Eisen gebunden ist. 
Bei Abwesenheit von Sauerstoff hat man 


2FeOH + FeCO = 3Fe + CO, + H,O (2) 
3Fe+ 3CO = 3FeCO (3) 
2FeOH + 3CO = CO, + 2FeCO + H,O (1) 


Hiernach ist es zur Einleitung der Reaktion notwendig, daB sich 
zunachst eine kleine Menge FeCO bildet, daB also zunachst eine kleine 
Menge dreiwertiges Hamineisen reduziert wird. Dies geschieht in den 


alkalischen Lésungen der griinen und mischfarbenen Himine -— ohne 
Zusatz eines Reduktionsmittels — durch intramolekulare Reaktion 


zwischen dem Hamineisen und seinem Porphyrin. 
Bei Gegenwart von Sauerstoff hat man: 


4FeOH + 2FeCO = 6Fe + 2CO, + 2H,0 (4) 
2Fe+ 2C0 =2FeCO (5) 
4Fe + 0, + 2H,O = 4FeOH (6) 
2CO + 0, = 2C0, (7) 


Bei dieser Katalyse wirken zwei verschiedene Eisenverbindungen 
zusammen, von denen die eine den Sauerstoff, die andere das Kohlen- 
oxyd ,,aktiviert“‘. DaB daneben die Reaktion FeCO + O, vor sich 
geht, ist unwahrscheinlich, aber nicht auszuschlieBen 

Wie in einer spaéteren Arbeit! mitgeteilt wird, verbrauchen Lésungen 
von CQ-Chlorocruorin, wenn man sie zur Bestimmung der CO-Kapazitat 
mit Ferricyankalium mischt, Kohlenoxyd. In solchen Lésungen hat man 
nach Zugabe des Ferricyankaliums FeO H neben Fe CO einer mischfarbenen 
Haminverbindung, d.h., die Bedingungen der Gleichung (2). 


1. Kohlenoxydaufnahme der Himine in alkalischer Liésung. 


Die Kohlenoxydaufnahme der Haimine wurde manometrisch ge- 
messen. Als Lésungsmitte] diente im allgemeinen n Natronlauge, 
nur fiir Phaiohaémin-a und Spirographishamin, die in n Natronlauge 
schwer lésliche Natriumsalze bilden, wurde n/4 Natronlauge benutzt. 

In den Anhang eines kegelférmigen GefiBes wurden etwa 2 mg 
des Hamins eingewogen. In den Hauptraum kamen 2 ccm n Natron- 


1 O. Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr. 244, 1932.4 
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lauge und in den Gasraum des Gefafes Kohlenoxyd. Um Beimengungen 
von Sauerstoff zu entfernen, wurden in den Einsatz 0,2 ccm Chrom- 
chloriirlésung? gegeben. Die GefiBe wurden in einem Wassert hermo- 
staten von 38° geschuttelt. Nach dem Temperaturausgleich (15 Minuten) 
wurde durch Einkippen der Natronlauge das Hamin aus dem Anhang 
herausgelést und die Aufnahme des Kohlenoxyds durch die alkalische 
Haminlésung am Manometer abgelesen. 

Da Natronlauge bei 38° mit Kohlenoxyd unter Bildung von Ameisen- 
saure reagiert, wurde zur Kontrolle stets ein gleiches GefaiB ohne Hamin 
mitgeschittelt. Die Kohlenoxydaufnahme der Kontrolle betrug in 
10 Minuten etwa 6cmm und wurde von der Kohlenoxydaufnahme des 
VersuchsgefaBes abgezogen. 
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Abb. 1. Abb. 2. Abb. 3. 
Kohlenoxydaufnahme von Kohlenoxydaufnahme Kohlenoxydaufnahme von 
1,83 mg Diacetyldeuterohimin von 2,57 mg Phiohdmin-a in 2,62mg Phiohimin-b in 
in 2cem n Natronlange ohne 2ecm n/4 Natronlauge ohne 2ecm n Natronlauge ohne 
Reduktionsmittel bei 38°. Reduktionsmittel bei 38°, Reduktionsmittel bei 38°, 
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Kohlenoxydaufnahme von Kohlenoxydaufnahme yon Kohlenoxydaufnahme von 


185mg Spirographishimin 2,29mg Phitophorbid-a-himin 2,81 mg Phiophorbid-b-himin 
in 2eem n/4 Natronlauge’§ in 2cem n/l Natronlauge ohne’ in 2 ccm n/1 Natronlauge ohne 
ohne Reduktionsmittel bei 38°. Reduktionsmittel bei 38°. Reduktionsmittel bei 38°. 


1 Uber Darstellung der Chromchloriirlésung siehe: O. Warburg, 
F. Kubowitz u. W. Christian, diese Zeitschr. 242, 170, 1931. 
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Fiir die untersuchten Hamine sind die gefundenen Werte in der 
Tabelle I eingetragen, die graphische Darstellung findet man in den 
Abb. 1 bis 6. 

Aus der Tabelle I sieht man, daB rote Hamine, wie Bluthaémin 
und Rhodohamin in Natronlauge ohne Reduktionsmittel nicht mit 
Kohlenoxyd reagieren, wihrend mischfarbene und griine Himine etwa 
1,5 und mehr Mole Kohlenoxyd pro Mol Haémin aufnehmen. 

Die Abb. 1 bis 6 zeigen, daB die Kohlenoxydaufnahme im all- 
gemeinen sofort nach dem Auflésen des Himins mit groBer Geschwin- 
digkeit einsetzt und nach 50 Minuten etwa den Endwert erreicht hat. 
Nur beim Spirographishamin (Abb. 4) begann die Kohlenoxydaufnahme 
erst nach 10 Minuten. Die Geschwindigkeit der Kohlenoxydaufnahme 
war dann etwa ebenso groB wie beim Phaéohimin-a, das wie Spiro- 
graphishamin in n/4 Natronlauge gelést war. 

Die Eigenschaft der Hamine, in alkalischer Lésung mit Kohlen- 
oxyd zu reagieren, ist an das Eisenatom der Hamine gebunden. Ihre 
Porphyrine reagieren nicht mit Kohlenoxyd. Als Beispiel wird ein 
Vergleich zwischen Phaohimin-b und Phaoporphyrin-b angefiihrt. 

Als Lésungsmittel wurden 2 ccm n/4 Natronlauge verwendet, da 
Phaoporphyrin-b in u Natronlauge unléslich ist. Die Temperatur 
betrug wieder 38°, der Gasraum der GefaiBe enthielt 100 Vol.-°,, Kohlen- 
oxyd. Nach 120 Minuten waren durch 2,29 mg Phaohaimin-b 132 cmm 
Kohlenoxyd, oder 2,11 Mole Kohlenoxyd pro Mol Hamin aufgenommen, 
wahrend in der gleichen Zeit durch 2,05 mg Phaoporphyrin-b weniger 
als 0,4cmm Kohlenoxyd absorbiert wurden. 


2. Austreibung des Kohlenoxyds mit Kaliumferricyanid. 


Phaiohaimin-b, Spirographishamin und Phaophorbid-b-hamin wurden, 
— ‘ohne Zusatz eines Reduktionsmittels — wie in Abschnitt 1 be- 
schrieben, in alkalischer Lésung mit Kohlenoxyd behandelt. Nach 
beendeter Kohlenoxydaufnahme wurden aus einem zweiten Anhang 
0,2cem 33 °,ige Kaliumferricyanidlésung eingekippt und die entwickelte 
Kohlenoxydmenge gemessen. Das Resultat dieser Messung ist aus 
Tabelle II ersichtlich. 

Aus der Tabelle II ist zu entnehmen, daB das Eisenatom der 
griinen und mischfarbenen Hamine in alkalischer Lésung durch Kohlen- 
oxyd reduziert wird und ein Mol Kohlenoxyd reversibel bindet. 

Zu diesen Versuchen ist zu bemerken, daB die Oxydation des 
FeCO mit Kaliumferricyanid bei Haminen, die nicht an Eiweif ge- 
bunden sind, sehr schnell verlauft. Nur so ist es méglich, daB man die 
Abspaltung von einem Mol Kohlenoxyd wirklich beobachtet. Wide 
die Reaktion (wie beim CO-Chlorocruorin) langsamer verlaufen, so hatte 
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man in der Lésung FeOH neben FeCQO, wobei nach Gleichung (2) 
eine Oxydation von Kohlenoxyd zu Kohlenséure stattfinden wiirde. 


Tabelle II. 


Vergleich zwischen reversibel gebundenem Kohlenoxyd und aufgenommenem 





Kohlenoxyd. 
1,93 mg 1,55 mg 2,09 mg 
Phiohamin-b Spirographishimin Phaophorbid-b-hamin 
(7,16 %/>) Fe) (8,69 °/) Fe) (7,60 ©/5 Fe) 
in n Natronlauge in n 4 Natronlauge in n Natronlauge 
CO aufgenommen 112emm CO 77emm CO 114e¢mm CO 
in 60 Min. in 50 Min. in 60 Min. 
58emm CO 496emm CO 54.5emm CO 
pro mg Hamin pro mg Hamin pro mg Hiamin 
202 _ Mole | 42 [ Mole (¢ 0 1.78 [ Mole ¢ 0 
Mole Hamin Mole Hamin. Mole Hamin 
Durch Kalium- 55emm CO 50emm CO 63emm CO 
ferricyanid CO 
ausgetrieben 28.5emm CO 32,.3emm CO 30,1 emm CO 
pro mg Hamin pro mg Hamin pro mg Hamin 
099 [ Mole CO | 9% [ Mole CO | 9 [ Mole CO | 
‘ Mole Hamin . Mole Hamin ‘ Mole Hamin 


3. Bestimmung der gebildeten Kohlensiure. 


Nach Abschnitt 1 absorbieren alkalische Lésungen der misch- 
farbenen und griinen Hamine 1,5 bis 2 Mole Kohlenoxyd pro Mol 
Hamin, von denen nach Abschnitt 2 ein Mol durch das Hamineisen 
reversibel gebunden wird. Durch Bestimmung des Carbonatgehalts 
der Versuchsfliissigkeit wurde gefunden, daB neben der reversiblen 
Bindung von Kohlenoxyd eine Oxydation von Kohlenoxyd zu Kohlen- 
siure erfolgt. 

Die in Abschnitt 1 beschriebenen Lésungen von Phaohimin-b, 
Spirographishamin und Phaophorbid-b-himin wurden mit tiber- 
schiissiger Schwefelsiure angesdéuert und die entwickelte Kohlensaure 
gemessen. 0,2ccm 33°ige Schwefelsdure (fiir Spirographishamin 
0,2 com 8°%,ige Schwefelséure) befanden sich zu diesem Zweck in einem 
zweiten Anhang des VersuchsgefaBes und wurden nach _ beendeter 
Kohlenoxydaufnahme zu der alkalischen Haminlésung gegeben. 

Durch das Ansaéuern der Lésung wird die Kohlenoxydverbindung 
des Hamins ausgefallt. Eine Abspaltung des am Eisenatom gebundenen 
Kohlenoxyds findet hierbei nicht statt. Gibt man in den mittleren 
Einsatz des GefaiBes 0,2 ccm n Natronlauge, laBt also die beim An- 
sauern ausgetriebene Kohlensiure wieder absorbieren, so beobachtet 
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man zwischen der angesaiuerten Himinlésung und einer entsprechenden 
Lésung ohne Hamin keinen Unterschied. In beiden GefaBen blieb 
ein gleicher positiver Druck, der weder Kohlenoxyd noch Kohlensiure 
war, sondern von einer Steigerung des im GefaiB herrschenden Wasser- 
dampfdrucks herriihrte. Nach dem Neutralisieren der n Natronlauge 
blieb ein positiver Druck von 48 mm, bei der n/4 Natronlauge ein Druck 
von 8mm. Auferdem enthielt die verwendete Natronlauge trotz 
Beachtung einiger VorsichtsmaBregeln eine gewisse Menge Carbonat, 
die durch zwei Blindversuche mit guter Ubereinstimmung bestimmt 
wurde. 2ccm nNatronlauge gaben beim Ansaiuern 44cmm, 2 ccm 
n/4 Natronlauge gaben 25cmm Kohlensaure. 

Nach Beriicksichtigung dieser beiden Kontrollen wurden folgende 
Mengen Kohlensaéure gefunden: 


Tabelle 111. 


Vergleich zwischen aufgenommenem Kohlenoxyd und gebildeter Kohlen- 





saure. 
2,62 mg 1,85 mg 2,81 mg 
Phiohamin-b Spirographishimin Phaophorbid-b-hamin 
(7,16 °9 Fe) (8,69 ° 9 Fe) (7,60 9/9 Fe) 
in n Natronlauge in n/4 Natronlauge in n Natronlauge 
CO aufgenommen 156cmm CO 91,5emm CO 139 emm CO 


59.5 [| 49.5 (ee. | 49.5 4 


mg Hamin mg Hamin mg Hamin 


2,07 [ — 42 | —____. 62 ——, 
Mole Hamin Mole Hamin Mole Hamin 


Mole CO | 2[ Mole CO | 2 Mole CO | 


CO, gebildet 94emm CO, 30 emm CO, 63 emm CO, 


36 ae ] 16.2 (he ] 99 4 ee oo] 


mg Hamin mg Hamin mg Hamin 





~[ Mole CO, Mole CO, 7 -»[ Mole CO, 
1,25 5; : | F | 73[ 2 | 
Mole Hamin J! Mole Hamin Mole Hamin 


Beriicksichtigt man, daB von dem aufgenommenen Kohlenoxyd 
ein Mol vom Hamineisen gebunden wird, so erscheint fiir das iibrige 
aufgenommene Kohlenoxyd ungefahr die aquivalente Menge Kohlen- 
siure. Fir Spirographishimin stimmt der Vergleich ziemlich genau, 
wahrend fiir Phéohamin-b und Phaophorbid-b-hamin etwas mehr 
Kohlenséure gefunden wurde, als nach der Kohlenoxydaufnahme zu 
erwarten gewesen ware. Wahrscheinlich sind diese Abweichungen 
methodische Fehler. 
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4. Katalytische Verbrennung von Kohlenoxyd. 


Bringt man unter den in Abschnitt 1 angegebenen Bedingungen 
in den Gasraum des VersuchsgefaiBes eine Mischung von einigen Vol.-°, 
Sauerstoff in Kohlenoxyd und schiittelt das GefiB bei 38°, so beob- 
achtet man nach dem Einkippen des Hamins eine Gasaufnahme, die 
weit iiber die in Abschnitt 1 angegebenen Werte hinausgeht. Gleich- 
zeitig bildet sich bei dieser Reaktion Kohlensaure, die von der Natron- 
lauge absorbiert wird. 

Als Beispiel wird ein Versuch mit Phiohimin-b angefiihrt. Der 
Hauptraum des Versuchsgefabes enthielt 2ccm n Natronlauge, im 
Anhang befanden sich 1,53 mg Phaohimin-b. Der Gasraum enthielt 
eine Mischung von 5 Vol.-°,, Sauerstoff in Kohlenoxyd. Die Temperatur 
betrug wieder 38°. Das Volumen 
des Gasraumes war 16,83 ccm, a ; ee a ae 








das Fliissigkeitsvolumen 2ccm. 4 ‘ol Le 
Die GefaéBkonstante, fiir Sauer- L | f | 
stoff und Kohlenoxyd gleich © sul F 

groB, betrug 1,48. Abb. 7 ist S | ff | 
eine graphische Darstellung der § 7 
beobachteten Gasaufnahme nach S / 
dem Einkippen des Phiohéi- §& “  / 
mins-b. Die Kohlenoxydauf- be | / 
nahme der Kontrolle ohne Phio- 0 30 100 "150_—«200—=«8—— 30 
himin ist von diesen Werten ——— 
abgezogen. atti 


Da der MeBbereich des Manometers fiir so grobe Druckanderungen 
nicht ausreichte, wurde wahrend des Versuchs der Gasdruck in dem 
GefaB zweimal durch Nachfillen von Argon erhéht. Nach 270 Minuten 
war die Gasaufnahme beendet. Die gesamte Gasaufnahme betrug 
2418cmm. Nach Tabelle I nehmen 1,53 mg Phiohamin-b in Abwesenheit 
von Sauerstoff 92cmm Kohlenoxyd auf. Nach Abzug dieser Zahl 
betragt die Gasaufnahme mit Sauerstoff 2326 cmm. 

Beim Beginn des Versuchs betrug der Gesamtdruck im GefiB 
nach Abzug der Wasserdampftension 9910 mm (Brodiesche Lésung). 
Hieraus berechnet sich der anfiangliche Sauerstoffgehalt des GefaBes 
gleich 735cmm. Die Gasaufnahme betrug dann das 3,17fache der vor- 
handengewesenen Sauerstoffmenge. Die Abweichung (6°,) von 3 lag 
hier innerhalb der Fehler, d. h., 1 Mol Sauerstoff reagierte mit 2 Molen 
Kohlenoxyd, oder das Kohlenoxyd wurde zu Kohlensiure oxydiert 
[Gleichung (7)]. 

Zu der Kurve (Abb. 7) ist zu bemerken, daB die Geschwindigkeit 
der Gasaufnahme so groB war, dab trotz starken Schiittelns kein Gleich- 
gewicht zwischen Gas- und Fliissigkeitsphase erreicht wurde. Die 
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Kurve ist also kein MaBstab fiir die Reaktionsgeschwindigkeit, sondern 
ist durch Schiittelgeschwindigkeit und Diffusion von Sauerstoff und 
Kohlenoxyd beeinfluBt. 

Wie man aus der Kurve sieht, begann die Gasaufnahme erst 
15 Minuten nach dem Einkippen des Phiéohéimins. Da in dieser Zeit 
keine Gasaufnahme erfolgte, wurde das GefaB einige Minuten ruhig 
stehen gelassen und dann weiter geschiittelt, was zum Anlaufen der 
Reaktion geniigte. Die vorher braungriine Lésung des Phiohaimins-b 
hatte sich dabei rot gefarbt, woraus hervorgeht, daB der gréBere Teil 
des Phéiohamins reduziert war. 

Um den Einflu8 des Sauerstoffdrucks zu priifen, wurden Versuche 
mit 1 mg Phaohamin-b in 0,5 bis 10 Vol.-°,, Sauerstoff angestellt. 
Es zeigte sich, daB bei 0,5 Vol.-%,, O, in CO die Reaktion nach kurzem 
Stehen (1/, Minute) eintritt, wahrend mit 10 Vol.-°, O, in CO auch 
bei stundenlangem Stehen die Reaktion nicht in Gang kommt. Die 
ubrigen GefaBe muBten zum Anlaufen der Reaktion um so langer stehen, 
je héher der Sauerstoffpartialdruck in dem GefiB war. 

Ein ahnliches Resultat zeigte eine andere Versuchsreihe, bei der 
die Phaohiminmenge variiert wurde. In vier VersuchsgefaéBen mit 
je 2cem n NaOH befanden sich 0,1 bis 1,0 mg Phéiohéimin-b. Die 
Gasmischung war 0,5 Vol.-°, O, in CO. In keinem GefiB kam es 
wahrend des Schiittelns zur Reaktion. Wahrend es bei 1 mg Phaohémin-b 
geniigte, das GefiB 1 Minute stehenzulassen, muBte das GefiB mit 
0,1 mg Phiohaémin 15 Minuten ruhig stehen, damit die Reaktion be- 
ginnen konnte. 

SchlieBlich wurde bei konstantem Sauerstoffdruck der Kohlen- 
oxyddruck variiert. Die GefaBe enthielten diesmal 2cem n NaOH 
und je 1 mg des griinen Phaophorbid-b-himins. Die Gasmischungen 
der drei VersuchsgeféBe waren: 


I. 0,5 Vol.-°, O, II. 0,5 Vol.-°, O, IIT. 0,5 Vol.-°, O, 
99.5 Vol.-°, CO 10,0 Vol.-°, CO 5.0 Vol.-°, CO 
in Argon in Argon 


In GefaBI farbte sich die Lésung sofort nach dem Einkippen des 
griinen Hamins dunkelgriin (reduzierte Form) und die Gasaufnahme 
begann. Das GefiB Il muBte zum Einleiten der Reaktion erst 5 Minuten 
ruhig stehenbleiben, wobei die anfanglich braungriine Farbe in dunkel- 
griin tiberging. Im Gefa8 II] konnte man — nach 10 Minuten langem 
Stehen — an der olivengriinen Farbe erkennen, daB der Kohlenoxyd- 
druck gerade noch ausreichte, um beim Schiitteln die vollkommene 
Oxydation des Phaiophorbid-b-hamins zu verhindern, d.h., die kata- 
lytische Verbrennung des Kohlenoxyds konnte bei diesem niedrigen 
Kohlenoxyddruck gerade noch erfolgen. 
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Wie Phaohamin-b und Phaophorbid-b-hamin verhielten sich auch 
Diacetyldeuterohamin und Phaéophorbid-a-hamin. Phaiohimin-a und 
Spirographishamin wurden in bezug auf diese Reaktion nicht untersucht. 


Das Verhalten der griinen und mischfarbenen Hamine in alkalischer 
Lésung gegeniiber Kohlenoxyd oder Sauerstoff-Kohlenoxydgemischen 
1aBt sich folgendermaBen erklaren. Eine anfangliche Reduktion einiger 
Hamineisenatome erfolgt durch eine intramolekulare Reaktion zwischen 
ihnen und ihren Porphyrinen, wobei eine Oxydation im Porphyrin 
einiger Haminmolekiile erfolgt. Ist die Konzentration des Kohlenoxyds 
gegeniiber der des Sauerstoffs geniigend groB, so bildet sich die Kohlen- 
oxydverbindung des betreffenden Hamins, die dann die weitere Reduk- 
tion der iibrigen dreiwertigen Himinmolekiile iibernimmt, wobei das an 
Eisen gebundene Kohlenoxyd zu Kohlensaure verbrennt. Ist das Verhaltnis 
von Kohlenoxyd zu Sauerstoff zu klein, so bildet sich statt der Kohlen- 
oxydverbindung die oxydierte Form des Hamins zuriick, die Katalyse 
kommt nicht in Gang. Das Stehenlassen der Gefibe fordert das An- 
laufen der Katalyse, weil es die Fliissigkeit an Sauerstoff verarmen 
laBt, da bei dem niedrigeren Sauerstoffdruck weniger Sauerstoff als 
Kohlenoxyd nachdiffundiert. 

Hat die Kohlenoxydverbindung des Himins eine geniigende Konzen- 
tration erreicht, so wird auch beim Schiitteln — bis zu einem gewissen 
Sauerstoffdruck — nicht soviel Sauerstoff nachgeliefert, um das 
ganze an Eisen gebundene Kohlenoxyd zu oxydieren. Nur so ist es 
zu erklaren, daB die Katalyse (nach dem Stehenlassen) bei 5 Vol.-°, 
Sauerstoff in Kohlenoxyd auch wéhrend des Schiittelns vonstatten 
geht, wahrend sie bei 0,5 Vol.-°,, Sauerstoff in Kohlenoxyd nicht ohne 
stehenzulassen anlauft. Der Versuch mit verschiedenen Phiohamin- 
mengen wird in dieser Weise ebenfalls versténdlich, indem groBe Phao- 
haminmengen die Sauerstoffkonzentration der Lésung starker herab- 
setzen als kleine Phiohaminmengen. 





Die Bestimmung von Natrium in organischen Substanzen 
mit hohem Kaliumgehalt. 


Von 
B. Sjollema und J. W. Dienske. 


(Aus dem Laboratorium fiir medizinische Veterinaérchemie der Reichs- 
universitat Utrecht.) 


(Eingegangen am 23. Oktober 1931.) 


Die bis jetzt ubliche indirekte Methode der Natriumbestimmung in 


Salzmischungen und in organischen Substanzen — Nahrungs- 
mitteln usw. — ist, falls der Natriumgehalt niedrig ist, ungenau. Man 


darf wohl sagen, daB der Fehler oft 50° und auch wohl 100%, betragen 
wird, wenn nur etwa 0,1°, Na vorhanden ist; denn der Fehler, der bei 
der Kaliumbestimmung gemacht wird, betrigt oft etwa 0,1°%. Es ist 
also fiir Substanzen, welche sehr wenig Natrium enthalten, sehr er- 
wiinscht, eine direkte Methode zu verwenden. 

Wir haben die von Barber und Kolthoff angegebene Methode? 
versucht, die darauf beruht, daB Natrium mit Uranyl-Zinkacetat 
eine so gut wie unlésliche Verbindung eingeht®. Es zeigte sich dabei, 
daB sie nur dann gute Resultate liefert, wenn der Unterschied zwischen 
Kalium und Natrium nicht zu groB ist. Wir haben in zwei Salz- 
mischungen, die beide neben Natrium, Phosphorsaéure, Calcium, 
Magnesium und Kalium enthielten, befriedigende Zahlen gefunden. 

Sobald aber auf 1 Teil Natrium mehr als etwa 20 Teile Kalium 
kommen, sind die Ergebnisse zu hoch. Der Niederschlag enthalt dann 
Kalium. Wir haben den Beweis hierfiir erstens dadurch gebracht, daB 
wir in Mischungen von Kalium- und Natriumsalzen in verschiedenen 
Verhaltnissen zu hohe Resultate bekamen, z. B. auf 1 Teil Natrium 
30 und 50 Teile Kalium (siehe die Tabelle); und zweitens dadurch, 
daB wir den Natrium enthaltenden Niederschlag auf Kalium unter- 


1 Journ. Amer. Chem. Soc. 50, 1625, 1928. 

2? Auch Bertrand (Ann. Sci. agron. 46, 1, 1929) hat eine Methode zur 
direkten Bestimmung von Natrium in Pflanzen angegeben, wobei das 
Natrium als Uranyl-Magnesium-Natriumacetat niedergeschlagen wird. 
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suchten. Er enthielt Kalium, falls zu viel Kalium in der urspriinglichen 
Substanz vorhanden war. 

Es lag nun nahe, einen Teil des Kaliums vor der Behandlung 
mit dem Zink-Uranylreagens zu entfernen, und zwar mit Weinsaure. 
Die Analysen von Salzmischungen zeigten, daB dadurch gute Ergebnisse 
zu erhalten sind; auch wenn die Mischung z. B. auf 1 Teil Natrium 
50 oder 60 Teile Kalium enthalt. 

In einer Lésung, die 1,23 mg Na und 25mg K enthielt (20 Tle. K auf 
1 Tl. Na), fanden wir ohne Behandlung mit Weinsaéure 1,2] mg Na. In 
einer anderen Salzl6sung mit demselben K/Na-Verhaltnis fanden wir 
1,07 mg Na statt Img. Dagegen wurde in einer Lésung, die 0,8 mg Na 
und 40 mg K enthielt, ohne Behandlung mit Weinséure 3.7 mg Na gefunden. 
Nach Entfernung eines Teiles des Kaliums mit Weinsaéure wurden 0,82 mg 
gefunden. In einer Lésung, die 0,8 mg Na und 48 mg K enthielt, fanden 
wir nach Behandlung mit Weinséure 0,84 mg Na. 

Weil bei der Analyse von organischen Substanzen die Bestimmung 
in der Asche gemacht werden mu8 und es zur vollstandigen Lésung 
des Natriums notwendig ist — wie unten gezeigt wird —, mit starker 
Saure (HCl) zu kochen, war es erwiinscht, der Lésung der Asche Kalk- 
wasser hinzuzusetzen; erstens wird dadurch die saure Reaktion, die 
bei der Abscheidung des Kaliums schaden wiirde, beseitigt, und zweitens 
schlagt man dadurch die Phosphorséure, die immer entfernt werden 
muB, nieder. DaB es zur vollstandigen Lésung des Natriums aus der 
Asche nicht geniigt, die Asche mit Wasser und Kalkwasser zu kochen, 
geht aus folgenden Analysen hervor: 

Eine Grasprobe wurde durch Kochen und Auswaschen mit Wasser 
von Natrium befreit und dann getrocknet. Wurden nun 1,5 g dieses Grases 
mit 2mg Na (als Chlorid) gemischt und nach Veraschung die Asche mit 
Wasser und Kalkwasser gekocht, so wurden nur 1,8 mg Na zuriickgefunden. 

In einer Grasprobe (Nr. 7) wurden 0,039°, und 0,045°, Na, im Mitte: 
also 0,042°,, gefunden, wenn die Asche nicht mit Salzsaéure, sondern mit 
Kalkwasser extrahiert wurde. Die Probe enthalt aber 0,067°, Na (siehe 
die Tabelle). Nach Zugabe von 0,2°;,, Na als NaCl wurden, in der gleichen 


Weise analysiert, in dieser Grasprobe gefunden 0,120°, Na, also nur 
0,078°, Na zuriickgefunden. Nach Zugabe von 0,21°, Na als Sulfat 
wurden in derselben Grasprobe gefunden 0,136°, Na, also zuriick- 


gefunden nur 0,094°, Na, also nur die Halfte des zugesetzten 
Natriums. 

Wurde aber die Asche mit HCl] extrahiert, so wurden in derselben 
Grasprobe gefunden 0,067°; Na und nach Zugabe von 0,2°, Na als Chlorid 
0,267°, Na; nun fanden wir also 100°, des zugesetzten Natriums zuriick. 


Die Methode wird jetzt in folgender Weise von uns ausgefiihrt. 


Die organische Substanz (z. B. 2 g trockenes Gras) wird in einer Platin- 
schale langsam verascht. Die Schale wird dabei niemals rotgliihend. Der 
noch ein wenig Kohle enthaltende Riickstand wird zweimal mit etwa 5 cem 
starker Salzsiure (von etwa 37°.) auf dem kochenden Wasserbad erhitzt 
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und beide Male zur Trockne verdampft. Er wird dann in wenig Wasser 
gelést, das Filter wird mit Wasser ausgewaschen, 17 ccm Kalkwasser 
hinzugesetzt und schlieBlich auf 50 cem gebracht und filtriert. 

Es werden dann 20 ccm des Filtrats = 0,8 g Substanz, weiterverarbeitet. 
Sie werden dazu auf dem Wasserbad zur Trockne verdampft und mit 
I'/,ccm Wasser quantitativ in ein Zentrifugenrohr gebracht, alsdann 
0,6cem einer 40°,igen Lésung von Weinséure und schlieBlich 1/, ecm 
Alkohol von 95°, zugesetzt (der Alkoholgehalt der Mischung ist also etwa 
20°), gemischt und nach !/, Stunde das Kaliumhydrotartrat ausgeschleu- 
dert. Der Niederschlag wird einmal mit 1'/,;cem Alkohol von 20°, und 
einmal mit 1'/,cem Alkohol von 50°, ausgewaschen. Die vereinigten 
Fliissigkeiten werden in einer Platinschaie zur Trockne verdampft, und 
alsdann die Weinsaéure verascht. Der Riickstand wird unter Erwairmung 
in 3cem Essigsiéure von 1°, aufgenommen und die Kohle abfiltriert und 
mit Wasser ausgewaschen. Nun wird das Filtrat mit einem Tropfen Uranyl- 
acetatlésung von 10°, auf Phosphorséure gepriift. Bei unseren Be- 
stimmungen haben wir gefunden, dali die Lésung immer frei von Phosphor- 
siure war. Entsteht ein Niederschlag, so wird dieser abzentrifugiert. 
Danach wird die fF liissigkeit zur Irockne verdampft, und der Riickstand 
mit zweimal '/, ccm Wasser und einem Tropfen Essigsiure von 30%, quan- 
titativ in ein Zentrifugenrohr gebracht. Dann setzt man 10 ccm Urany]- 
Zinkacetatreagens nach Barber und Kolthoff hinzu, riihrt um und 1aBt 
1/, Stunde stehen, zentrifugiert und wascht den Niederschlag zweimal mit 
2ccem Uranyl-Zinkacetatreagens!, dreimal mit 1'/,cem Alkohol von 95°, 
und zweimal mit 2cem Ather. SchlieBlich wird der Niederschlag durch 
Uberleiten von trockener Luft waihrend !/, Stunde getrocknet und gewogen. 
Da der Niederschlag 1,495°, Na enthalt, so gibt das Gewicht des Nieder- 
schlags, multipliziert mit 0,01495, die Menge des Natriums in 0,8g der 
Substanz. Falls es unbekannt ist, ob die Probe viel Kalium enthalt, kann 
man ein Teil der gelésten Asche in der angegebenen Weise mit Wein- 
saure behandeln. Bildet sich dabei kein Niederschlag von saurem Tartrat, 
so kann bei einem anderen Teile der Lésung die Behandlung mit Wein- 
siure wegfallen. 

Wir haben immer vom Gewicht des Niederschlags 3 mg abgezogen, 
weil wir in einer Na-freien Lésung einen Niederschlag von etwa 3 mg er- 
hielten. Diese Korrektur fand auch in den Analysen mit reinen Salzlésungen 
statt. DaB wir dennoch ein wenig zuviel fanden, diirfte vielleicht ein Grund 
dafiir sein, die Korrektion ein wenig gréBer zu nehmen. 





In 20 Grasproben wurde nun der Gehalt an Natrium dreimal 
bestimmt. Bei der ersten Analyse (I) wurde die Asche mit Essigséure 
von 1%, extrahiert. Behandlung mit Weinsaure fand hier nicht statt. 





1 Das Uranyl-Zinkacetatreagens bereitet man wie folgt: 


A. Uranylacetat. . l0g B. Zinkacetat . . . 30g 
Essigséure, 30°, 6g Essigsaure, 30°4 3g 
Wasser bis . . 65g Wasser bis. . . 65¢ . 
Die Salze in A. und B. werden durch Erwarmen gelést; die Lésungen ge- P 


mischt und die Mischung nach 24 Stunden vom abgeschiedenen Tripelsalz 
abfiltriert. Das Reagens halt sich mehrere Wochen. 
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(in getrocknetem Zustande). 


Natrium- und Kaliumgehalt in Prozenten von einigen Grasproben 
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Bei der zweiten Analyse (11) wurde die Asche mit Wasser und Kalk- 
wasser gekocht und ein Teil des Kaliums mit Weinsaure entfernt, 
wahrend bei der dritten Analyse (III) die Asche mit Salzsiure gekocht 
und ein Teil des Kaliums mit Weinséure entfernt wurde. 

Aus folgender Tabelle geht deutlich hervor, daB ohne Entfernung 
des Kaliums in den Proben mit einem hohen Kaliumgehalt ein zu 
hoher Natriumgehalt gefunden wird. 





7 





SA! 
g! 
git 
11! 
11"! 
14 
54 A! 
54 B! 
68 C! 
6scilul 
78 
82 A" 
82 al! 
96 A! 
96 AM 
96 a B! 
112 
279 
378 





I 


II 


Ohne Entfernung Ein Teil des K 


von K. Asche in 
Wasser und ver- 
diinnter Essigsture 


gelist 


0,13 
0.17 
0,17 
0,26 
0,16 
0,32 
0,11 
0,13 
0,20 
0,20 
0,21 
0.16 
0,32 
0,17 
0,24 
0,13 
0,10 
0,23 
0,36 
0,23 


entfernt. Asche in 
Wasser und Kalk- 


wasser gelist 
0.042 
0,07 
O11 
0,22 
0,09 
0,07 
0,08 
0.11 
0,13 
0.10 
0,18 
0,13 
0,12 
0.15 
0,09 
0,10 
0.08 
0,15 
0.07 
0,20 


entfernt. 
I 


Ill 


Ein Teil des K 
Asche in 
IC] gelist 


0.067 
0,074 
0,12 
0,32 
0,11 
0,08 
0.09 
0,14 
0.16 
0.10 
0,24 
0.19 
0,14 
0,20 
0,11 
0,15 
0,09 
0,22 
0.09 
0,26 


IV 


IS 

4,36 
3,73 
3.65 


2,27 


* Nach der Kobalt-Nitritmethode, und zwar mit K MnO, und Oxalsdure titriert. 


Kaliumgehalt 
in %,* 


Wir bestimmten nach der oben angegebenen Methode auch den 
Natriumgehalt in Blutkérperchen und Blutserum von demselben 
Pferde. Das defibrinierte Blut wurde solange bei groBer Geschwindigkeit 





zentrifugiert, daB sich zwischen den Kérperchen kein Serum mehr 
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befand. Sie bildeten eine lackfarbige Schicht!. Der Natriumgehalt 
betrug 24 mg-°%, wahrend an Kalium 414 mg-°,? gefunden wurden. 
Im Serum fanden wir bzw. 290 und 46 mg-°%. 


Zusammenfassung. 


Es wird gezeigt, daB die Methode zur direkten Bestimmung von 


Natrium als Uranyl-Zink-Natriumacetat fiir manche Zwecke sehr 


brauchbar ist, sowohl fiir Salzlésungen wie fiir organische Substanzen, 
daB sie aber zu hohe Resultate liefert, wenn neben Natrium viel Kalium 
vorkommt. Es wird eine Anderung der Methode angegeben, die auch 
in diesen Fallen richtige Werte liefert. Ein Teil des Kaliums wird dabei 
durch Weinsaure entfernt. 


1 Ein Teil dieser Blutkérperchen, mit 2 Tle. NaCl-Lésung von 0,9°,, 
im Haématokrit langere Zeit zentrifugiert, zeigte, daB auch im Héamatokrit 
kein Serum mehr von den Blutkérperchen entfernt werden konnte. Sie 
bildeten also auch nach dem Zentrifugieren ein Drittel des urspriinglichen 
Volumens von der Suspension von Blutkérperchen in NaCl-Lésung. 

2 Die Blutkérperchen und auch das Serum wurden abgewogen. Der 
Na-Gehalt war also 24 mg auf 100 g Koérperchen usw. 
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Aldehyd-dismutation und Essiggirung. 


Von 
Ernst Simon. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 30. September 1931.) 


Im Rahmen einer gréBeren Untersuchung itiber die enzymatischen 
Leistungen der Essigbakterien habe ich vor kurzem gezeigt', dab 
auch bei Innehaltung optimaler Bedingungen der Sauerstoffversorgung 
die Umwandlung des Acetaldehyds zu einem gewissen Umfang auf 
dismutativem Wege erfolgt. Dieser OxydoreduktionsprozeB, der 
unter anaeroben Verhaltnissen quantitativ ablauft, tritt bei Aerobiose 
mit der Dehydrierung in Wettbewerb. Die Prifung geschah durch 
Bestimmung des gebildeten Athylalkohols. Die entsprechenden Versuche 
waren teils unter Zusatz von Calciumcarbonat, teils in Gegenwart 
von Acetatpuffer (yx = 5,6) ausgefiihrt. Zwecks Anpassung an meine 
friihere Versuchsanordnung sind nun von A. Bertho und K. P. Basu* 
gleichfalls derartige Experimente vorgenommen worden. Die Autoren 
konnten Alkoholbildung in séimtlichen aeroben Ansatzen feststellen, 
doch war die Dismutierungsleistung des Miinchener Bakterienstammes 
geringer als die von mir gefundene*®; die mit dem hiesigen Bakterien- 
material zutage tretende unterschiedliche Alkoholausbeute in neutralem 
Milieu einerseits und saurem andererseits haben die Autoren bei ihrem 
Stamm nicht beobachtet. 

Zur endgiltigen Kléirung der Frage habe ich erneut Dismutations- 
versuche angestellt. 

Verwendet wurde wiederum B. pasteurianum; die Anordnung und 
Aufarbeitung der Ansétze war die selbe, die ich in der friiheren Mitteilung 
beschrieben habe. 


! E. Simon, diese Zeitschr. 224, 253, 1930. 

2 4. Bertho u. K. P. Basu, A. 485, 26, 1931. 

8 Nach einer privaten Mitteilung von Herrn Bertho, Miinchen, weist 
unser Stamm auch nach seinen Befunden eine gr6éBere Dismutierungs- 
kraft auf. 


Biochemische Zeitschrift Band 243. 26 
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Die Versuche mit Calciumcarbonat ergaben folgende Werte fiir die 
Dismutierungsleistung der Bakterien unter aeroben Bedingungen: 
Versuch 1: Es wurden gebildet pro Gramm Bakterien und Stunde 62 

bzw. 71 baw. 111 mg Alkohol aus 1,777, 1,727, 1,794 ¢ um- 
gesetztem Aldehyd = 6,7, 7,9, 11,85°,, der Theorie. 
Versuch 2: 89 bzw. 70.6 mg Alkohol aus 1,336, 1,445 g umgesetztem 
\Idehyd 12,75, 9,35°,, der Theorie. 
Versuch 3: 61 mg Alkohol aus 1,794 g umgesetztem Aldehyd = 6,53° , 
der Theorie. 

Damit erfahren meine friiheren Ergebnisse eine Bestatigung. 

Sodann wurden vergleichende Versuche mit Caleitumcarbonat und 
Acetat puffer (py = 5,6) mit dem gleichen Bakterienmaterial ausgefiihrt. 
Sie lieferten folgende Resultate: 

Versuch 1: Mit CaCO,: 47,07 mg Alkohol pro Gramm Bakterien und 
Stunde aus 1,330 g umgesetztem Aldelyd = 6,77°%, der 
Theorie. 
Mit Acetatpuffer: 28,54 mg Alkohol pro Gramm Bakterien 
und Stunde aus 1,470g¢ umgesetztem Aldehyd = 3,72", 
der Theorie. 

Versuch 2: Mit CaCQ,: 67,86 mg Alkohol pro Gramm Bakterien und 
Stunde aus 1,618 g umgesetztem Aldelyd 8,03 °, der 
Theorie. 
Mit Acetatpuffer: 21,86 mg Alkohol pro Gramm Bakterien 
und Stunde aus 1,664 g umgesetztem Aldehyd = 2,5°, 
der Theorie. 

Versuch 3: Mit CaCQ,: 51,56 mg Alkohol pro Gramm Bakterien und 
Stunde aus 1,720g umgesetztem Aldehyd = 5,74°, der 
Theorie. 
Mit Acetatpuffer: 20,1 mg Alkohol pro Gramm Bakterien 
und Stunde aus 1,741 g umgesetztem Aldehyd = 2,21°, 
der Theorie. 

Die Alkoholwerte liegen fiir Ansaétze mit Acetatpuffer durchgehend 
niedriger als diejenigen fiir CaCQ,-Ansatze. Die friiher verzeichnete 
groBere Differenz beruht vielleicht darauf, daB die Versuche zu ver- 
schiedenen Zeiten und mit verschiedenem Fermentmaterial —vor- 
genommen wurden. 

Zusammenfassend ist also festzustellen, daB die Dismutation unter 
aeroben Bedingungen der Dehydrierung in Erscheinung tritt und eine 
gewisse Rolle spielt, wie vor kurzemauch von H. Wieland! anerkannt ist. 


' H. Wieland, Zeitschr. f. angew. Chem. 28, 582, 1931. 
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Experimenteller Teil. 


Fir Bakterienbeschaffung diente die gleiche Stammkultur von 
B. pasteurianum, die schon zu den friheren Untersuchungen verwendet 
worden war. Beziglich der Zichtung, Bereitung des Fermentmaterials, 
\nordnung und <Aufarbeitung der Ansatze sei auf die damalige 
\bhandlung verwiesen. 


T. Aerobe Versuche mit Caleiumearhonat. 
Versuchsserie I. 


Dreimal sechs Portionen mit je 187,44 mg Acetaldehyd, 267 mg Bak 
terien (Trockengewicht ), 0,5 g CaCO, in 90 com H,O. Schiittelung 16 Minuten 
hei 29°. 

a) Gefunden 26,54 mg Alkohol. d.h. bei 67,4°, Aldehyd-Umsatz! 
6.7°, der Theorie. Bildung pro Gramm Bakterien und Stunde 62,11 mg. 

b) Gefunden 30,29 mg Alkohol. d.h. bei 65.5°, Aldehyd-Umsatz 
7.9°, der Theorie. Ausbeute pro Gramm Bakterien und Stunde 71,02 mg. 

c) Gefunden 47,42 mg Alkohol, d. h. bei 68°, Aldehyd-Umsatz 11,85 
der Theorie. Ertrag pro Gramm Bakterien und Stunde 111.1 mg. 


Versuchsserie 2. 

Zweimal sechs Portionen mit je 187,44 mg Aldehyd, 213.5 mg Bak- 
terien (Trockengewicht), 0O.6g CaCO, in 90cem H,O. Schiittelung 
16 Minuten bei 28°. 

a) Gefunden 30,43 mg Alkohol, d.h. bei 40,58°,, Aldehyd-Umsatz 
12.75°,., der Theorie. Ausbeute pro Gramm Bakterien und Stunde 89,08 mg. 
b) Gefunden 24,12 mg Alkohol. d.h. bei 43,87°, Aldehyd-Umsatz 
9,35°, der Theorie. Bildung pro Gramm Bakterien und Stunde 70,61 mg. 


Versuchsserie 3. 
Fiinf Portionen mit je 190,08 mg Aldehyd, 254,5 mg Bakterien (Trocken- 
gewicht), 0.5 g¢ CaCO, in 90cem H,O. Schiittelung 16 Minuten bei 28,5°. 
Gefunden 20.78 mg Alkohol, d. h. bei 64,06°, Aldehyd-Umsatz 6,5! 
der Theorie. Ertrag pro Gramm Bakterien und Stunde 61,25 mg. 





II. Vergleichende aerobe Versuche mit Calciumecarbonat und Acetatpuffer 
(Pu 5,6) ?. 
Versuchsserie 1. 
a) Fiinf Portionen mit je 197,l mg Aldehyd, 333.2 mg Bakterien 


(Trockengewicht), 0,5 g CaCO, in 90c¢cem HO. Schiittelung 16 Minuten 
bei 28°. 


Gefunden 20,91 mg Alkohol. d. h. bei 60,09°,, Aldehyd-Umsatz 6,77 ‘ 
der Theorie. Bildung pro Gramm Bakterien und Stunde 47.07 mg. 
1 


Hier wie in allen iibrigen Fallen durch Ermittlung der restierenden 
Acetaldehydmenge (vgl. BE. Simon, diese Zeitschr. 224, 279, 1930) fest 
gestellt. 


2m/5 Essigsiure + m/5 Natriumacetat (1: 8). 


26 * 
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b) Fiinf Portionen mit je 197,l mg Aldehyd, 333,2 mg Bakterien 
(Trockengewicht), 10 ccm m/5 Acetatpuffer in 90 ccm H,O. Schiittelung 
16 Minuten bei 28°. 

Gefunden 12,68 mg Alkohol, d. h. bei 66,25°,, Aldehyd-Umsatz 3.72 ' 
der Theorie. Ertrag pro Gramm Bakterien und Stunde 28,54 mg. 


Versuchsserie 2. 

a) Finf Portionen mit je 187,22 mg Aldehyd. 345,4mg Bakterier 
(Trockengewicht), 0.5 g CaCO, in 90cem H,O. Schiittelung 15 Minuten 
bei 31°. 

sefunden 29,30 mg Alkohol, d. h. bei 74.6°, Aldehyd-Umsatz 8,03 ' 
der Theorie. Ausbeute pro Gramm Bakterien und Stunde 67,86 mg. 

b) Fiinf Portionen mit je 187,22 mg Aldehyd, 345,4mg_ Bakterien 
(Trockengewicht), 10cem m/5 Acetatpuffer in 90 ccm H,O. Schiittelung 
15 Minuten bei 31°. 

Gefunden 9,44 mg Alkohol, d.h. bei 76,76°, Aldehyd-Umsatz 2,5' 
der Theorie. Ertrag pro Gramm Bakterien und Stunde 21,86 mg. 


Versuchsserie 3. 

a) Fiinf Portionen mit je 187,22 mg Aldehyd, 337,2 mg _ Bakterien 
(Trockengewicht), 0,5 g CaCO, in 90cem H,O. Schiittelung 15 Minuten 
bei 30°. 

Gefunden 21,73 mg Alkohol, d. h. bei 77,44°, Aldehyd-Umsatz 5,74 
der Theorie. Bildung pro Gramm Bakterien und Stunde 51,56 mg. 

b) Fiinf Portionen mit je 187,22 mg Aldehyd. 337,2 mg Bakterien 
(Trockengewicht), 10 cem m/5 Acetatpuffer in 90 cem H,O. Schiittelung 
15 Minuten bei 30°. 

Gefunden 8,48 mg Alkohol, d.h. bei 78,38°, Aldehyd-Umsatz 2,2° 
der Theorie. Ausbeute pro Gramm Bakterien und Stunde 20,1 mg. 

Unlangst ist eine Mitteilung von K. Tanaka! veréffentlicht, die sich 
gleichfalls mit der Wirkung der Essigbakterien auf Athylalkohol und 
Acetaldehyd beschaftigt. Der Autor ist der Ansicht, daB Dehydrierung 
und Dismutation durch ein Ferment ausgelést wird, wahrend A. Bertho* 
annimmt, daB zwei verschiedene Fermente, Aldehydmutase und De- 
hydrase, existieren. Dismutation soll nach Tanaka, wie Wieland® 1913 
gelehrt hat, nichts anderes als Dehydrierung von Aldehyd-hydrat 
mittels Aldehyd sein. Der Verfasser hat auch eine Reihe von Ver- 
suchen mit Aceton-bakterien vorgenommen. In Ubereinstimmung mit 
meinen Befunden konstatierte er, daB mit diesem Enzymmaterial die 
Umwandlung von Acetaldehyd unter aeroben und anaeroben Be- 
dingungen gleichartig verliuft, d. h. die identische Essigsiureausbeute 
ergibt. In dieser liegt, da bei AbschluB von Sauerstoff lediglich Di-- 
mutation méglich ist, der Beweis, daB diese auch aerob vollzogen wird. 


' K. Tanaka, Acta phytochimica 5, 239, 1931. 
2 A. Bertho, Ann. 474, 57, 1929. 
3’ H. Wieland, B. 46, 3327, 1913. 
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Ferner hat er gezeigt, daB bei neutraler Reaktion die Dismutation 
sowohl mit den frischen Erregern als auch mit Aceton-bakterien starker 
ist als in saurem Medium; damit bestatigt er, von Bertho abweichend, 
meine Angaben. Wahrend ich aus den Resultaten mit Aceton-bakterien 
geschlossen habe, daB die Dehydrase nicht mehr tatig ist, behauptet 
Tanaka, die Dehydrase sei noch funktionstiichtig, dagegen sei das 
den Sauerstoff tibertragende Agens, das Cytochrom, zerstért; einen 
Beweis dafiir glaubt er darin zu sehen, daB in Gegenwart von Chinon 
als Akzeptor aus Athylalkohol wie aus Acetaldehyd durch Aceton- 
bakterien Essigsaure gebildet wird. 

Der Autor gibt zu, daB Einwande gegen die Auffassung erhoben 
werden kénnen, daf Aldehydrase und Aldehydmutase ein und dasselbe 
Enzym seien. Zur Cytochromfrage méchte ich zunachst keine Stellung 
nehmen. — 

Welchen Wandlungen die Theorie unterliegen mag, einwand- 
frei stehen die experimentellen Befunde fest, die von C. Newberg und 
F. Windisch!, von E. Molinari® und von mir (a. a. 0.) erhoben sind 
und die dartun. daB Essigbakterien auch bei tadelloser Aeration Athy!- 
alkohol aus Acetaldehyd auf dem Dismutationsweg erzeugen. Wenn 
man dieser Tatsache fir den natiirlichen ProzeB der Essigbildung eine 
Bedeutung beimessen will, muB man auBer den friiher von mir geltend 
gemachten Gesichtspunkten (a.a.O. 8.291) in Betracht ziehen, dab 
die Essigstander in praxi oft jahrelang nicht neu mit den Mikroben 
besiedelt werden und daB sie deshalb Bakterien von sehr ungleichem 
physiologischen Zustand und Leistungsvermégen enthalten. 

Wie stark das Oxydoreduktionssystem in den Essighbakterien zur 
Geltung gelangen kann, zeigt der iiberraschende Befund?, daB sie als 
Erreger einer wahren alkoholischen Garung tatig sein kénnen. 


1 ©. Neuberg u. F. Windisch, diese Zeitschr. 166, 454, 1925. 
2 E. Molinari. ebendaselbst 216, 187, 1929. 
3 C. Neuberq u. E. Simon, ebendaselbst 197, 259, 1928; 199, 232, 1928. 





Die Bildung iquimolekularer Mengen von Glycerin 
und Brenztraubensaure bei der zellfreien Vergirung von Glucose. 


Von 
Maria WKobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 17. September 1931.) 


Bedingungen fiir die Bildung von Glycerin und Brenztraubensaur 
durch Einwirkung von frischer Hefe auch auf nicht phosphorylierten 
Zucker haben wir bereits friiher angegeben!. Bei Aufstellung eine: 
Bilanz hatte sich aber gezeigt, daB die der Gleichung der vierten Ver 
garungsform? entsprechende Korrelation zwischen Glycerin und Brenz 
traubenséure in solchen Versuchen nicht exakt erfiillt war; sie war 
naturgemaB durch teilweisen Verbrauch der Zuckerabbauprodukte als 
Nahrstoffe fiir die wachsende Hefe gestért. Eine solche Komplikation 
kommt bei rein fermentativen Ansaétzen nicht in Betracht, und_ ich 
versuchte deshalb die vierte Vergaérungsform bei der zellfreien Hefen- 
girung zu verwirklichen. Das gelang nach manchen Vorversuchen 
durch eine geringe Schwachung der Garkraft von Hefenmazerations- 
saft und gleichzeitige Verschiebung des pa nach dem Neutral- 
punkt zu. Das Fermentmaterial fiir meine Versuche bildete stet~ 
nach v. Lebedew bereiteter Hefen-mazerationssaft, der zur vélligen Be 
frejung von eventuell vorhandenen Zellen durch ein steriles Seitz 
sches Entkeimungsfilter gepreBt worden war. Aus _ praktische: 
Griinden wurde vor der Entkeimung eine Filtration des zentrifugierte 
Saftes durch eine Seitzsche Klarschicht eingeschaltet. Die so erzielt« 
keimfreie Fermentlésung war vollkommen klar, und bei schnelle: 
Bereitung® war ihr Garvermégen gegeniiber dem nicht entkeimten 
Saft nicht vermindert*. Bei nicht sehr garkraftigen Saften wurcd 


1 ©. Neuberqg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 229, 446, 1930. 

2 Dieselben, Naturw. 18, 427. 1930; diese Zeitschr. 219, 490, 1930; 
M. Kobel u. M. Scheuer, ebendaselbst 229, 238. 1930. 

3 Zur Erzielung einer schnellen Darstellung des Fermentmaterial- 
wurden nie mehr als 300 g Trockenhefe auf einmal verarbeitet. Der Durcl 
messer der Seitz-Filter war l4em,. die Filtration durch Klar- und Ent 
keimungsschicht dauerte nie langer als héchstens | Stunde. 

' Siehe A. Lebedew, diese Zeitschr. 214. 488, 1929. 
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eine solche Fermentlésung unmittelbar nach ihrer Gewinnung zu den 
Versuchen verwendet. Bei sehr gartiichtigen Saften dagegen muBbte 
eine Schwachung des Garvermégens bzw. eventuell eine verschieden 
starke Behinderung der einzelnen Komponenten der komplexen Zymase 
bewirkt werden. Dies geschah durch Digestion des sterilen Mazerations- 
saftes wahrend 60 bis 180 Minuten bei 22, bei 26 bzw. bei 37°. Zu- 
weilen wurde auch durch Verdiinnung des Saftes das Ziel erreicht 
(siehe Tabelle ILb). Der Mazerationssaft jeder Trockenhefe kann sich 
in dieser Beziehung anders verhalten, und selbst jede neue Trocken- 
hefe-fertigung der gleichen Hefenrasse kann einen anders herzurichtenden 
Saft liefern (sieke Tabellen la, Ib, Ila, IIb). Man kann deshalb 
eine durchgehends giiltige Vorschrift zur Vorbehandlung des Maze- 
rationssaftes nicht angeben, sondern mu stets durch Serienversuche 
~. spéter) die fiir jede Trockenhefe geeignete Bedingung ermitteln. 
Der Mazerationssaft eines bestimmten Trockenhefepraparats zeigt bei 
gleichartiger Bereitung dann immer das gleiche Verhalten. 


Die Verschiebung des px der Versuchslésung nach der alkalischen 
Seite geschah durch Zufiigung von Dinatriumphosphat-losung. Wie 
die Vorbehandlung des Saftes, so muB auch die Menge des erforder- 
lichen Phosphats in systematischen Versuchen festgestellt werden. 
Kinige Beispiele aus den vielen ausgefiihrten Versuchsserien sind in 
den Tabellen La, Ib, Ila, Ib angegeben. Sie bilden zugleich ein Schema 
fiir die Ermittlung der Bedingungen, unter denen die vierte Vergarungs- 
form verwirklicht wird. Vergleichsansiitze ohne Phosphatzugabe sind 
in den Tabellen nicht angefiihrt, da in solechen Versuchen nie eine Brenz- 
traubenséiureanhaiufung beobachtet wurde. 

Die Priifung auf Brenztraubensdiure geschah durch Zufiigung von 
2, 4- Di-nitrophenylhydrazin-lésung zu enteiweiBten Proben. Bei Gegen- 
wart von Brenztraubensaure entstand sofort der sich schnell absetzende 
kérnige, gelbe Niederschlag. Das Vorhandensein von Brenztrauben- 
-dure ist in der Tabelle durch Kreuze (+) gekennzeichnet. 

Ich habe eine Reihe von Mazerationssiften der verschiedenen 
Trockenhefenfertigungen von Patzenhofer und Léwen- Bohmisch-Unter- 
hefe untersucht und fiir jedes Praparat unter bestimmten Bedingungen 
eine bedeutende Anhaufung von Brenztraubensaure erzielt. 

Untersuchungen der Versuchslésungen auf den Gehalt an an- 
organischem Phosphor ergaben, daB~ das urspriinglich anwesende 
anorganische Phosphat erst vollkommen in organische Bindung tber- 
gefiihrt wird und daB dann eine Hydrolyse des primar enstandenen 
Phosphorséure-esters eintritt. Erst waihrend der Hydrolyse setzt die 
Brenztraubenséure-bildung ein. Ein Teil des organisch gebundenen 
Phosphors wird aber auch bei langerer Versuchsdauer nicht abgespalten, 
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Tabelle Ia. 
Versuche mit Mazerationssaft aus Patzenhofer Trockenhefe vom 
14. Juli 1931. 

















Zusammensetzung der Ansi&tze Brenztraubensiéure 
40 °/oige m- ree 
Nr.|Giu- |Na,HPO,-| 4.24 cem - a nach nach 
ene Lisung } — Toluol nach 1 Tag 2 Tagen $ acer 
Ae » sa 
lisung denis 
1 3.5 , oak 
9 29 | sofort nach li 
4 3,2 der Ent- 
3 3,0 | keimung 
4 2.8 
2 3,5 nach der ie 
6 3,2 Entkeimung 
| 3.0 3 Std. bei 20° oe _ 
> ‘ restanden 
8 J 2.8 se 
Je ’ Je 
ri 8 cem QF 2 ecem ‘, 
d 3,5 nach der 
10 3,2 Entkeimung + ++ 
11 3.0 3 Std. bei 26° 4 a ee | 
12 QR | gestanden i 
13 3,5 nach der jah 7 
14 3,2 Entkeimung > hie a et aha 
15 3.0 3 Std. bei 37° ee oe deaks 
16 2g gestanden PER Pe 
Tabelle Ib. 
Versuche mit Mazerationssaft aus Patzenhofer Trockenhefe vor 
21. Juli 1931. 
Zusammensetzung der Ansitze Brenztraubensaéure 
-. |\40°/cige m- ont 
Nr. Glu- Na, HP O,- 24 com . i " nach nach 
cose- lésung ~~ al Toluol nach 1 Tag 2 Tagen 4 Tagen 
‘ saft 
lésung iii 
3,5 +4 44 ae 
9 3.2 | sofort nach + + +++4 i 
2 ‘ der Ent- 7 Pa L 
: a | keimung 4 a. + 
4 3,5 | nach der i ae , 
6 3,2 Entkeimung tet | t447747 Ss Se. 
7 3.0 | 3 Std. bei 20° ++ +44 +++44 
> gestanden _ ce cas 
8 Je 2.8 Je + 
> 9D ee 
( 8 com 2 cem = 
o 3. nach der 
10 $2 Entkeimung _ 
11 3.0 3 Std. bei 26° 
12 98 | gestanden - 
13 3,5 nach der ai 
14 3,2 Entkeimung 
15 3,0 3 Std. bei 37° 
16 28 | gestanden 

















tTO%91 


7 aa 





409 


b. d. zellfreien Garung. 


Glveerin u. Brenztraubens. 


Vv. 


Bild. 


Aquimol. 


uasV yy & Youu 





UL) va 


or 








uloO. Ol | 


or | 


lOO OT | 
or \ 


1ISSUM 


oy By 


PIS & 





taq HuNnWlayyuy dep 


Yoru Lap “yyRQ Woe OE or 








\ 
ar 
Oey Uot used 0G 
Lod PIS G a Nulla ypu dap 
YOBU dap “YFRQ Ulow OF or 
OULleayyuy | 


lop Youu yLOJOS Wo OZ Of | 


UdULIO yay] 
Wep YORU POjos UNO OE of" 


IPUSSUOTPRAO ZU 





oZiysUuy dep FUuNZjoast Suz 


t™~ 
~_ 


{ 


‘oa 
G 


¢ 
aG 


~ 


LE 
OF 
€F 
Le 
Le 


Cg 
Lg 
OF 
¢F 
Ul) 


sunso'| 
Od HoUN-w 





W99 CT 
or 








DuNsojase 
“nit @Ft"/o OF 





oO 


= ON 





Lleol 


OG OF 


WIOA OF NLA WOO ¢ 





LOpOUUIZ PUT sn 








JPBSSUOTPRAOZV | 


JILL OLPONssdA 


‘wDTl 


NPQ 

































‘ — Vs 61 
AHBY UapuBysed ,OZ leq : 
sa ae i U9) ()] , z €& 81 
PIS 81g volleys Wep , 
++ t i * q'g LI 
OB Jap “BpRQ Woo Og of 
, a ee de J Lg I 
| be of 4 — . as Ce Cl 
aye 1lIPUR IRAs 7. ter sll i 
‘ne at ae ‘re n 1 I # we { ne Fl 
: ‘PIS © 1E Veteyguyy, top ll 
} bs of } , - : ‘ © 
E : Age YORU Aap “QyVg Ul ge of UF Gl 
Bi i a, gf ZI 
UapPuBysad 
i + +--+ }- + +. 4 (Hd) ()] 00S GQ “PIS | SYBS UH OZ Le Il 
1) Cy] 
4 4 »« 4 4 ce er ) 
+4 : ayBy UapuRysed ,QZ log | oe *{ vl 
| oe oe | ; ro . 
_ dys : . ‘TNS Z Ueullayyoyy Ulep Lé 6 
x rr vi i Min a lela dts ; OF 8 
= p44 4 1. YORU Wop “WYPRS Ul OE of o's ; 
iv, -— se 7% 7% ; & 
< 
wen ‘8 }-- 4.44 + Wo QT { HeULIOy uy ] ce 9 
= ; A Ut : 
ere on ee awh ap |) wap youu yopos Wind QZ ef | Ve c 
r+ + os t 
t+ ++ + + uaUILay uy Le ¢ 
" 14 s. | J. ep youu Wopos LL) Oe ty OF Z 
rt Pare 4 5 €F I 
hoo Aunso] 
lewd & youu uasEL a jonjoy JASSE YY IPESSUOTPRIIZUL Funso'y -aSOony]s) 
Od H7eN-w amt! 6 OF “AN 
OIDESUAG NBA ZUdAE OZRSUY lop Sunzjosu JULES 
— “TEGL YEP COT ULOA OFOYUOMOOd | -TOstuyor,-UdMOTP SHR FPRSSUOTPRIOZR]Y QIU OTpPOtisae 4 
= QTT 9eQad 


















Aquimol. Bild. v. Glycerin u. Brenztraubens. b. d. zellfreien Garung. 41] 


so daB es scheint, daB schwer hydrolysierbare Phosphorsaure-ester 
entstehen, durch deren Erzeugung ein Teil des vorhandenen Zuckers 
verbraucht wird. 

Fiir einen quantitativen Versuch wurde ein Mazerationssaft aus 
einer 14 Tage alten Patzenhofer-Trockenhefe verwendet. Zur Bereitung 
des Saftes wurden zweimal je 300 g¢ Trockenhefe mit 900 com Wasser 
21/, Stunden bei 37° digeriert und sodann 40 Minuten zentrifugiert. 
Jeder der beiden Mazerationssafte wurde nunmehr fiir sich durch eine 
Seitzsche Klarschicht filtriert, darauf durch ein sterilisiertes Ent- 
keimungsfilter geschickt und in einem keimfreien GefaB noch so lange 
bei Zimmertemperatur aufbewahrt, daB die Zeit von der Beendigung 
der Digestion bei 37° bis zum Ansetzen der Versuche 3 Stunden betrug. 
Die Versuchsgemische wurden trotz Zufiigung von Toluol vollkommen 
steril bereitet. Um die Bedingungen der Vorversuche, die eine gute 
Ausbeute von Brenztraubensaure geliefert hatten, inne zu halten, wurden 
mehrere kleine Versuche angesetzt und zur Aufarbeitung dann die 


zusammengehorigen Gargemische vereinigt. 


Versuchsgemische. 


1. 10 Ansatze folgender Zusammensetzung: 
10) cem 35,6°,ige Glucose-lésung, 
3.5... m-Dinatriumphosphat-lésung. 


30 .. Mazerationssaft, 
3 . Toluol. 


os 


Ansatze folgender Zusammensetzung : 
10) cem 35,6°,ige Glucose-lésung. 
3.5 ,, Wasser, 

30 . Mazerationssaft. 


2 . Toluol. 


3. 8 Ansatze folgender Zusammensetzung: 
13.5 cem Wasser. 
30 . Mazerationssaft. 
z .. Toluol. 


Die Vergleichsserien 2 und 3 wurden gemacht. um eventuell im Mazera 
tionssaft vorhandenes bzw. bei der gewOhnlichen Zuckergarung entstandenes 
Glycerin! in Rechnung setzen zu kénnen. Die Versuchstemperatur war 37°. 
die Digestionsdauer 3 Tage. Das Anfangs- und End-px der Versuchsgemische 


ist in Tabelle ILI angegeben. 


Tabelle I1l. 





Pu 1 2 
zu Beginn ... . 6.90 6.23 6,42 
nach 3 Tagen. . . 5.71 5.56 6.10 


E. Buchner u. J. Meisenheimer, B. 89, 3203. 1906. 
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In den Versuchen mit Phosphatzusatz begann die Garung etwas spate 
als in den ohne Phosphatzugabe bereiteten Géargemischen, war abe 
dann um so kraftiger. Nach 1'/, Stunden war die Garung in allen zucker- 
haltigen Versuchen bereits sehr lebhaft. Bestimmungen des anorganischen 
Phosphors, die in enteiweiBten Proben ausgefiihrt wurden (s. Tabelle IV). 
ergaben, daB zu dieser Zeit sowohl in Serie | als auch 2 der zu Beginn vor 
handene anorganische Phosphor (das Phosphat in Versuch 2 stammt aus 
dem Mazerationssaft) fast vollkommen in organische Bindung iibergefiihrt 
worden war. In dem zuckerfreien Versuch 3 fand praktisch keine Ver- 
anderung des anorganischen Phosphatgehaltes statt. Auf die anfangs 
eingetretene Veresterung folgte dann wieder Abspaltung des intermediar 
gebundenen Phosphats, und erst wiéihrend der Dephosphorylierung setzte 
die Brenztraubenséure-bildung ein. In einer nach 14 Stunden  ent- 
nommenen Probe war in den mit Zufiigung von Dinatriumphosphat aus- 
gefiihrten Ansétzen bereits Brenztraubensiiure in bedeutenden Mengen 
nachweisbar. 


Tabelle IV. 


Milligramm anorganischer P in je 1 ccm Versuchslésung. 





Zeit l 2 ; 
Zu Beginn ...... 5,684 2,980 2.980 
Nach 1, Stunden . . . Spur Spur 2,955 
» & ® os » » 2,980 
jp: ee SOE. os x 2,843 1,164 3,045 


Die Abspaltung des primar gebundenen Phosphors war nicht  voll- 
stiindig. Wie aus der Tabelle IV zu ersehen ist, sind in Versuch | bei /e- 
endigung des Versuchs noch 2,841 mg P (= 50°, des urspriinglich vor- 
handenen Phosphors) und in Versuch 2 noch 1,816mg P | 61°, des 
Gesamtphosphors) pro Kubikzentimeter Versuchsl6sung in organischet 
Bindung vorhanden. 

AuBer den Phosphoranalysen wurden quantitative Bestimmungen des 
wahrend der Versuchsdauer nicht angegriffenen Zuckers und des ge- 
bildeten Alkohols, der Brenztraubenséure und des Glycerins vorgenommen. 

Zur Ermittlung des nicht verbrauchten Zuckers wurden je 20 cem der 
drei Versuchsgemische mit je 200 cem absolutem Alkohol versetzt. Von 
dem entstandenen Niederschlag wurde nach einigem Stehen abzentrifugiert 
und der Riickstand zweimal mit Alkohol gewaschen. Die vereinigten 
Zentrifugate wurden im Vakuum bei niederer Temperatur zur Trockne 
gedampft, sodann wurde der Riickstand mit wenig Wasser aufgenommen, 
mit einigen Tropfen Barytlésung neutralisiert und die Fallung mit Alkohol 
wiederholt. Diese zweite Alkoholbehandlung der neutralisierten Lésung 
dient vor allem dazu, eventuell geléste Zucker-phosphorsaure-ester voll- 
staiindig niederzuschlagen. Die alkoholische Lésung und die alkoholischen 
Waschfliissigkeiten wurden wiederum im Vakuum eingeengt, dreimal mit 
wenig Wasser abgedampft, in Wasser aufgenommen und unter Zusatz 
einiger Tropfen Natriumsulfat-lésung (zur Beseitigung von Barium-ionen) 
auf 20 cem aufgefiillt. Die Konzentration dieser gereinigten Zuckerlésung 
entsprach also der Zuckerkonzentration in den Versuchsgemischen. Nach 
Filtration wurde in diesen Lésungen eine titrimetrische Zuckerbestimmung 
nach Lehmann vorgenommen. Danach betrug die Zuckerkonzentration 
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(berechnet auf Glucose) nach Beendigung der Versuche in Ansatz | 0,89‘ 
in Ansatz 2 2,70°, und in Ansatz 3 0,03°,. Dureh Abzug der in dem 
Vergleichsversuch 3 gefundenen Zuckermenge von dem Endézuckergehalt 
in Ansatz 1 und 2 erhalt man die Menge des unverinderten Trauvenzuckers. 
Fir Ansatz | betrigt sie danach 0,86 g pro 100 cem Versuchslésung und 
fiir Ansatz 2 2,67 g Glucose pro 100 cem. Da die urspriingliche Zucker- 
konzentration in den Versuchsgemischen | und 2 8,18°, betrug, sind in 
Ansatz | pro 100 cem 8,18 —- 0,86 = 7,32 g, in Ansatz2 8,18 — 2,67 = 5.51 ¢ 
Glucose fermentativ verarbeitet worden. 


Der Verbrauch des Zuckers besteht 1. in der normalen Vergirung nach 
der ersten Vergiirungsform, 2. in der Spaltung zu Glycerin und Brenz 
traubenséure nach der vierten Vergéirungsform und 3. in der Veresterung 
mit Phosphat. 

Der nach der ersten Vergéirungsform gespaltene Zucker wurde aus 
der Menge des gebildeten Alkohols berechnet. Je 10 ccm der Versuchs- 
Jésungen | und 2 und 20 cem der Versuchslésung 3 wurden nach Verdiinnen 
mit etwa 30 cem Wasser und Zusatz von Calciumcarbonat mit Wasserdampf 
destilliert. Die Destillate (400 cem) wurden auf 40 cem (1 und 2) bzw. auf 
20cem (3) einkonzentriert und je 5ccm dieser Lésungen nach Zeisel 
analysiert. Danach betrug die Alkoholkonzentration in Ansatz | 1,914°), 
in Ansatz 2 1,454°,, und in Ansatz 3 0,069°,. Aus dem zugesetzten Zucker 
sind also pro 100 ccm Versuchslésung | 1,914 — 0,069 = 1,845 g¢ Alkohol 
und fiir 100cem Versuchslésung 2 1,454 — 0,069 = 1,385 g Alkohol 
gebildet worden. Das entspricht einer normalen Vergaérung von 3,61 ¢ 
Glucose in 100cem Versuchsgemisch | und 2,71 g Glucose in 100 cem 
Versuchsgemisch 2. 

Zur Isolierung der Brenztraubensiiure wurden 100ccm Versuchs- 
lésung 1 mit 100 ccm 8 °oiger Trichloressigsdure enteiweiBt. 180 ccm der 
durch Filtration erhaltenen klaren Lésung (entsprechend 90 ccm Versuchs- 
l6sung) wurden mit 0,6g 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin, gelést in 36 ccm 
2n Salzséure, versetzt. Sofort fiel ein gelber, kérniger Niederschlag aus, 
der nach 1'/,stiindigem Stehen abzentrifugiert, mit Salzséure und Wasser 
gewaschen wurde. Nach dem Trocknen wurden 0,50 g Hydrazon erhalten. 
Dieses war fast vollstandig léslich in m-Sodalésung und konnte durch An- 
siuern mit verdiinnter Salzséure wieder ausgefillt werden. Ausbeute 
0.442 g praktisch reines Brenztraubensaure-2, 4-di-nitrophenylhydrazon. 
Aus 100cem_ Versuchslésung sind entsprechend 0,491 g Hydrazon 

0.1612 ¢ Brenztraubenséure zu erhalten. 

Durch Umbkristallisation des Brenztraubensiure-2, 4-di-nitrophenyl- 
hyvdrazons aus Essigester wurde die Substanz analysenrein gewonnen. 
Fr. = 216. 

5,034 mg Substanz gaben 7,476 mg CO, und 1,352 mg H,O. 
2.650 ., i »  0,485cem N, (22%, 758mm, 50°, KOH). 


C,H,O,N,. Ber.: C = 40,29%, H = 3,01%, N 20,90 % ; 
gef.: C = 40,52%, H = 3,00%, N = 21,12%. 


Eine carboxylatische Spaltung der Brenztraubensiure schien nicht 
stattgefunden zu haben; denn Acetaldehyd war im Géargemisch nicht 
nachweisbar. 

In enteiweiBten Proben der Vergleichsversuche 2 und 3 entstand auf 
Zusatz von 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin kein Niederschlag. 
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Fir die lsolierung des Glycerins wurden 200c¢em von Versuchs- 
vemisch | und je 250 cem der Versuchsl6sungen 2 und 3 verwendet. Diese 
Versuchsgemische wurden nach Zusatz von Calciumecarbonat im Ff'awst- 
Heimschen Verdunstungskasten bei 30° eingeengt, und aus den Riickstanden 
wurde durch griindliches Verreiben mit Alkohol' das Glycerin extrahiert. 
Die alkoholische Lésung wurde im Vakuum zur Trockne eingedamptt. 
die Riickstande zweimal mit Wasser aufgenommen, wieder verdampft. 
schlieBlich mit wenig Wasser in eine Porzellanschale tibergespiilt. auf dem 
Wasserbad bei niederer Temperatur eingeengt, mit frisch gegliihtem Natrium- 
sulfat zu einem mehlartigen Pulver verrieben und dieses 2 Tage im Soxhlet 
apparat mit trockenem Aceton extrahiert *. Das Aceton wurde abdestilliert, die 
Riickstiinde wurden mehrere Stunden bei 90° getrocknet und in Wasser auf- 
yenommen. Da auBer dem Glycerin auch noch wasseruntlésliche Bestand 
teile in das Aceton iibergegangen waren, muBte ein wiederholtes Aus- 
kochen der Extraktionsriickstande mit Wasser vorgenommen werden. Die 
wasserigen Ausziige wurden sodann auf dem Wasserbad bei niedriger 
Temperatur eingeengt und auf je 25 cem aufgefiillt. Nach Filtration dienten 
je 5cem zur Glycerinanalyse nach Zeisel-Fanto-Stritar. Danach betrug in 
200 com Versuchslésung | der Glyceringehalt 0,5985 g, in 250cem Versuchs- 
losung 2 0.3435 ¢ und in 250cem Versuchslésung 30,1044 g. 

In 100 cem Versuchslésung | waren dann 0.2993 g Glycerin, in 100 cem 
Versuchslésung 2. 0,1374 g Glycerin und in 100 cem Versuchslésung 3 
0.0417 ¢ Glycerin enthalten. Durch Abzug der im Zucker-Vergleichs- 
versuch (Ansatz 2) gebildeten Glycerinmenge von der im Hauptversuch 
(Ansatz 1) entstandenen erhalt man die Menge Glycerin, die auf Spaltung 
des Zuckers nach der vierten Vergaérungsform zuriickzufiihren ist, zu 
0.2993 — 0,1374 = 0.1619 g Glycerin pro 100 cem. 

Der qualitative Nachweis des Glycerins erfolgte durch Oxydation mit 
Brom und Soda nach £. Fischer und J. Tafel*. Die gewonnene Glycerose- 
lésung reduzierte Fehlingsche Mischung schon in der Kalte kraftig und 
lieferte mit Phenylhydrazinacetat Glycerosazon vom Schmelzpunkt 130°. 

Den in 100 cem entstandenen 0,1612 g Brenztraubenséure (s. 5. 413) 
sind 0,1649g Glycerin aquivalent. Die isolierte Glycerinmenge machte 
demnach 98,2°,, der von der Theorie geforderten aus. Die gefundenen 
Mengen Glycerin und Brenztraubensaéure entsprachen somit der Gleichung 
der vierten Vergérungsform: 

CgH pO, = CH,.CO.COOH + CH,OH .CHOH .CH,OH. 


Eine Untersuchung der entstandenen Phosphorsiiure-ester ist bisher 
nicht unternommen. 

Zusammenfassung. 

Es werden die Bedingungen angegeben, unter denen Glucose 
durch zellfreien (durch eine Seitzsche Entkeimungsschicht filtrierten) 
Hefenmazerationssaft nach der vierten Vergérungsform gespalten 
wird. Bei nicht sehr garkraftigen Saften geniigt die Verschiebung 
der [H'] des Milieus auf ein py von etwa 6,9 durch Zufiigung von Di- 


' OU, Neuberg u. E. Reinfurth, diese Zeitschr. 92, 253, 1918. 
2 C, Neuberg u. M. Kobel, ebendaselbst 219, 490, 1930. 
3 BE. Fischer u. J. Tafel, B. 20, 3384, 1887. 
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natriumphosphatlosung, bei besonders gartiichtigen Mazerationssaften 


ist eine Aufbewahrung der Fermentlésungen vor Anstellung der 
Garversuche erforderlich. Temperatur und Dauer sind fiir diese 
Digestion der Safte aus verschiedenen Trockenhefen ungleich und 
miissen jedesmal in Serienversuchen ermittelt werden. Mazerations- 
safte eines bestimmten Trockenhefepraparates verhalten sich bei 
gleichartiger Behandlung gleichmaBig. 

Das zugesetzte und das im Mazerationssaft vorhandene anorganische 
Phosphat wird im ersten Teil der Versuchszeit praktisch quantitativ 
in organische Bindung tibergefiihrt. Erst waihrend der dann einsetzenden 
Esterhydrolyse findet eine Ansammlung von Brenztraubenséure statt. 
Etwa die Halfte der gebundenen Phosphorséure wird auch bei langerer 
Versuchsdauer nicht abgespalten. 

Glycerin und Brenztraubenséure wurden in aquivalenten Mengen 
isoliert und identifiziert. 

Neben der Vergérung der Glucose nach der vierten Vergarungsart 
findet auch eine normale Spaltung des Zuckers zu Kohlendioxyd und 
Athylalkohol statt. 








Uber den Abbau von Glucose-ureid durch Bakterien. 


Von 


Eduard Hofmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 2. Oktober 1951.) 


Verbindungen zwischen Zucker und Harnstoff kénnen trotz der 
groBen Verbreitung beider Stoffe in der Natur und trotz der vielfachen 
Veranderungen, denen letztere unterliegen, bis heute nur als Labora- 
toriumsprodukte gelten. Vor 30 Jahren hat N. Schoorl* allerdings das 
Verschwinden von Milchzucker im Harn auf eine vermutliche Bildung 
von Lactose-ureid zuriickgefiihrt, und er wurde dadurch zu einer Unter- 
suchung veranlaBt, in deren Verlauf ihm die Herstellung einer Reihe 
von Zucker-Harnstoffderivaten gelungen ist. In neuerer Zeit be- 
schaftigten sich B. Helferich und W. Kosche? sowie A. Hynd® wiederum 
mit dem synthetischen Glucose-ureid in Anbetracht der biologischen 
Bedeutung, die, wie auch sie sich ausdriicken, einer solchen Substanz 
zuzuerkennen ist. Abgesehen jedoch von der schon erwahnten Ver- 
mutung von Schoorl und von dem wiederholt nachgewiesenen Vor- 
kommen von Allantoin, Allantoinséure und Hydantoin im tierischen 
und pflanzlichen Organismus* (F. Wohler, E. O. v. Lippmann, R. Fosse, 
N.N.Iwanoffund andere) ist es erst G. Klein und K. Taubéck® vorbehalten 
geblieben, die Anwesenheit verschiedener Ureide in Vegetabilien sicher- 
zustellen. Nach ihren Befunden ist ineiner gréBeren Anzahl von Pflanzen, 
in denen man Harnstoff antrifft, dieser nicht frei, sondern ganz oder 
teilweise in Ureidform zugegen. Wenn ihre Untersuchungen auch tiber 
die Natur der zweiten Ureidkomponente keine bestimmten Aussagen 
zulassen und insbesondere Zuckerarten als Paarlinge nicht nachzuweisen 


! N. Schoorl, Chem. Centralbl. 1901, I, 775 u. 19038, I, 1079. 

2 B. Helferich u. W. Kosche, B. 59, 69, 1926. 

8 A. Hynd, Biochem. J. 20, 195, 205, 1926. 

4 F. Wohler, Ann. 70, 229, 1849; BE. 0. v. Lippmann, B. 29, 2645, 1896; 
R. Fosse u. A. Brunel, C. r. 188, 426, 1067, 1929; R. Fosse, A. Brunel u. 
P. de Graeve, ebendaselbst 189, 716, 1929; C. Ravenna u. R. Nuccorini, 
Chem. Centralbl. 1929, IT, 1225. 

5 G. Klein u. K. Taubéck, Jahrb. f. wissensch. Bot. 73, 143, 1930; 
74, 429, 1931: diese Zeitschr. 241, 413. 1931. — K. Taubéck, Osterr. Bot. Ztg. 
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waren, so bietet das biologische Verhalten des Glucose-ureids unver- 
andert Interesse. Es sei an dieser Stelle noch einer verwandten Gruppe 
von Zuckerverbindungen gedacht. Da Derivate der offenen (Oxo-) 
Gestalt der Zucker selten vorkommen, ferner wegen der von Emil 
Fischer? durchgefiihrten Synthese des Glucose-ureids aus Acetobrom- 
glucose und Harnstoff und schlieBlich wegen der von ihm selbst beob- 
achteten Existenz von Tetraacetylderivaten dieses Ureids betrachtet 
Helferich (a.a.O.) alle Zucker-Harnstoffverbindungen als ringférmige 
Gebilde. Mit dieser Struktur erinnern die Ureide an die Purin-glucoside, 
die nicht nur synthetische Produkte, sondern wesentliche Bestandteile 
der weitverbreiteten Nucleoside sind. Die fermentative Spaltung? 
der letzteren durch die Nucleosidasen tierischer? und_pflanzlicher 
Gewebe* sowie verschiedener Mikroorganismen® und ihr Abbau® bis 
zu Ammoniak durch die Bakterien des Darmes ist schon lange bekannt. 

Obwohl nun Glucose wie auch Harnstoff von sehr vielen Mikro- 
organismen verwertet werden kénnen, ergaben mir Versuche mit mehr 
als 20 der bekanntesten Arten von Pilzen, Bakterien und Hefen, 
daB keine einzige dieser Mikroben imstande war, das Glucose-ureid 
abzubauen, das ihnen in einer 0,5°%, igen Lésung, zusammen mit den 
ublichen anorganischen Nabrsalzen dargeboten wurde. 

Es waren der Priifung unterworfen worden, von Bakterien: 

B. fluorescens, B. proteus, B. pyocyaneus, B. xylinum, Bb. pasteuri- 
anum, B. ascendens; 

von Schimmelpilzen: 

Mucor javanicus, M. racemosus, M. stolonifer, Aspergillus oryzae, 
A. niger, A. fumaricus, Penicillium luteum, P. brevicaule, P. roquefortii, 
P. glaucum, Citromyces Dahlem, C. Elberfeld, Merulius lacrymans, Monilia 
candicans und Oidium lactis; 

von Hefen: 

Saccharomyces apiculatus, Zygosaccharomyces major sowie Rein- 
kulturen einer Milchzuckerhefe, einer G6ttinger Oberhefe, von Patzenhofer 
Unterhefe und von Sinner-(Ober-) Hefe. 

Selbst nach Monaten war kein Wachstum eingetreten und das 
Ureid unverandert. Es scheint, daB durch die gegenseitige Bindung 
die physiologischen Eigenschaften von Zucker und Harnstoff ebenso 
weitgehend verandert werden, wie das auf rein chemischem Wege 


1 E. Fischer, B. 47, 1377, 1914. 

2 C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen 1, 771, Leipzig 
1925. 

3S. Amberg u. W. Jones, H. 73, 407, 1911; P. A. Levene u. F. Medi- 
greceanu, J. of biol. Chem. 9, 65, 389, 1911; Chem. Centralbl. 1911, II, 973. 

4 H. Tschernorutzky. H. 80, 298, 1912; E.C. Teodoresco, C. r. 155, 
300, 464, 554, 1912. 

5 L. Iwanoff, H. 39, 31, 1903. 

6 4. Schitienhelm u. F. Schréter, H. 39, 203, 1903; S. J. Thannhauser 
u. G. Dorfmiiller, H. 102, 148, 1918: J. Rother, H. 114, 149, 1921. 
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Schoorl und Helferich (a.a.O.) dargetan haben. Vor vielen Jahren 
hat bereits Paul Mayer! im Hinblick auf eine wahrscheinlich gréBere 
physiologische Bedeutung der Verbindung Versuche mit Glucose-ureid 
bei Kaninchen ausgefiihrt. Den Tieren wurde das Ureid auf verschiedene 
Weise beigebracht, und es ergab sich, daB nur ein geringer Teil wieder 
unverandert ausgeschieden, der gréBere Teil dagegen im Kérper ab- 
gebaut wurde. Mayer schloB daraus, daB der Abbau zum Teil wenigstens 
bakteriell geschieht. Vor kurzem haben G. Klein und K. Taubdck* 
berichtet, daB in Keimlingen angehaufte Ureide bei Etiolierung wieder 
verschwinden und daB der Zerfall von Acetaldehyd-diureid durch 
Zusatz von Extrakt aus etiolierten Bohnenkeimlingen stark  be- 
schleunigt wird. 

Es ist bekannt, daB®B Allantoin® fermentativ hydrolysiert wird, dai 
Arginin4, ferner die im Harn méglicherweise vorhandene Oxalursaéure® und 
eine Reihe anderer Verbindungen, die gebundenen Harnstoff enthalten. in 
der Natur irgendwie unter Harnstoffabspaltung® zerlegt werden. 

Trotz der erwahnten MiBerfolge, die ich mit den aufgezahliten 
Erregern zu verzeichnen hatte, hielt ich die Suche nach neuen Mikroben 
fiir wiinschenswert, und als sie gefunden waren, zeigte sich, daB Glucose- 
ureid totalen Abbau durch diese Mikroorganismen erfahrt. 

Als eine Lésung von Glucose-ureid in Leitungswasser, dem die 
ublichen anorganischen Nahrsalze zugefiigt waren, mit Dingererde aus 
dem Gefligelhofe beimpft wurde, setzte lebhaftes Bakterienwachstum 
ein, die Lésung wurde allmahlich alkalisch, es trat sogar freies Ammoniak 
auf, und nach etwa 14 Tagen war weder Glucose-ureid noch eine seiner 
Komponenten vorhanden. Wurde mit dieser Kultur eine andere sterile 
Lésung von Glucose-ureid infiziert, so erfolgte auch darin Wachstum 
und vélliger Abbau des Substrats. Im Laufe dieser Untersuchungen 
wurden mehrfach Ansétze mit Kompost-erde als Impfmaterial vor- 
genommen und immer mit dem gleichen Erfolg wiederholt, so daB die in 
Frage kommenden Kleinlebewesen weitgehende Verbreitung besitzen 
mussen. 

Sodann schritt ich dazu, auf dem Wege des Kochschen Platten- 
verfahrens die in Frage kommenden Bakterien in Reinkultur zu isolieren. 
Das Verfahren lieferte vier verschiedene Formen (U, bis U,), mit denen 
sorgfaltig sterilisierte Ureid-lésungen beimpft und bei 30° aufbewahrt 
wurden. Nur in den mit U, und U; besaiten Kulturen trat Wachstum 


1 P. Mayer, diese Zeitschr. 17, 145, 1909. 

2G. Klein u. K. Taubéck, ebendaselbst 241, 433, 1931. 

3 R. Fosse u. A. Brunel, C. r. 188, 426, 1928; R. Fosse, A. Brunel u. 
P. de Graeve, C. r. 189, 716, 1929. 

4 4. Kossel u. H. D. Dakin, H. 41, 321, 1904; 42, 181, 1904. 

5 4. M. Luzatto, H. 37, 225, 1902/1903. 

® 0. Hammarsten, Lehrbuch der physiologischen Chemie, 11. Aufl., 1926. 
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ein. Nach etwa 10 Tagen triibte sich die Nahrlésung, es setzte sich 
bald ein kristallinischer Niederschlag ab, der, wie sich spater ergab, 
NH,MgPO, war. 

Nach 5 Wochen war in beiden Versuchen das gesamte Ureid auf- 
gebraucht und die Lésung alkalisch geworden. Harnstoff war weder 
im Verlauf noch bei Beendigung der Umsetzungen nachzuweisen, woh] 
aber waren am SchluB bis zu 60% des zugefiigten Ureid-Stickstoffs 
als Ammoniak zugegen. Die beiden Bakterien enthalten demnach 
auch Urease, und in Versuchen mit freiem Zucker nebst freiem Harn- 
stoff konnten sie letzteren im Verlauf von 8 Tagen praktisch voll- 
kommen in Ammoniak tberfiihren. Der erste Angriff auf das Ureid- 
molekiil kann dagegen keinesfalls auf die Wirkung der gewéhnlichen 
Urease zuriickgefiihrt werden. Denn, wie ich in besonderen Versuchen 
mit einem frisch nach den Angaben von M. Jacoby und Sugga’ her- 
gestellten Ureasepraparat aus Sojabohnen beobachtet habe, und wie 
inzwischen auch Klein und Taubéck* mitgeteilt haben, wird Glucose- 
ureid durch Urease nicht zerlegt. Dagegen scheint der Harnstoffanteil 
des Ureids gegen Wasserstoffsuperoxyd empfindlicher zu sein als freies 
Carbamid, das durch dieses Reagens nicht angegriffen wird. Versetzt 
man eine 10° ige Lésung von Glucose-ureid in Wasser mit etwas Ferro- 
sulfat und dann allmahlich mit stickstofffreiem Wasserstoffsuperoxyd 
(2 Mol pro Mol Ureid), so tritt Ammoniak in deutlich nachweisbarer 
Menge auf. 

Die beiden Bakterien-Stamme U, und Us, unterscheiden sich nur 
durch ihr mikroskopisches Aussehen. Da ferner fiir U,; immer noch 
die Méglichkeit besteht, daB eine verunreinigte Kultur von U, vorliegt, 
so soll nur dieses letztere Bakterium beschrieben werden. Es stellt 
ein nach Gram nicht farbbares schlankes sporenloses und unbeweg- 
liches Stabchen dar, das oft zu zweien oder in Faden angeordnet 
vorkommt. Obwohl auf den iiblichen Nahrbéden gutes Wachstum 
zu erzielen ist, eignet sich zur Isolierung und Ziichtung am besten ein 
Agar, der auBer anorganischen Nahrsalzen als einzige Kohlenstoffquelle 
0.5%, Glucose-ureid enthalt. Auf diesem Substrat wachst U, in Form 
einer charakteristischen, glasklaren, spiter milchig triiben Gallerte, die 
sich leicht abheben JaBt. Einzellkolonien sind rund, am Rande ge- 
lappt und sehen ohne Lupe betrachtet, wie Wassertropfen aus. Milch 
wird nicht koaguliert und Gelatine nicht verfliissigt. 

Nachdem es, wie schon erwahnt, immer wieder gelungen ist, die 
Bakterien in Diinger zu finden, und angesichts der vielen Widerspriiche, 
die sich z. B. bei Bestimmung und Identifizierung von Ureasebakterien 





1M. Jacoby u. Suqga,. diese Zeitschr. 69, 116, 1915. 
2G. Klein u. K. Taubéck, ebendaselbst 241, 413, 1931. 
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ergeben haben?, ist es nicht angaingig, die gefundenen Bakterien mit 
irgendwelchen bekannten Arten in Zusammenhang zu bringen. Sie 
gehéren bestimmt zu den Harnstoffzersetzern — sie hydrolysieren 
namlich, wovon ich mich iiberzeugt habe, freies Carbamid —, und wegen 
ihrer Fundstatte liegt die Vermutung nahe, daB es sich um Darm- oder 
Faulnisbakterien handelt. Die Beobachtung, daB das Anwachsen det 
Kulturen viel rascher erfolgt, wenn man von einer Ureid zerlegenden 
Kultur infiziert, als bei Beimpfung mit einer Form, die langere Zeit auf 
einem anderen Nahrboden geziichtet wurde, spricht dafiir, daB die Fahig- 
keit zur Ureidzerlegung nicht artspezifisch ist, sondern von den jeweils 
und friiher vorhandenen Wachstumsbedingungen abhangt, wie sich das 
fiir die Ureasebakterien erwiesen hat®. SchlieBlich scheint das langsame 
Anwachsen der Kulturen auch darauf zuriickzufiihren zu sein, daB die 
Bakterien das Ureid erst dann fiir ihre Ernahrung nutzen kénnen, wenn 
irgendwo im Molekiil eine Spaltung eingetreten ist, sowie daB die ent- 
standenen Abbauprodukte allein nicht die beste Kohlenstoff- und 
Stickstoffquelle fiir sie bedeuten. Wachstum und Umsetzung stellen 
sich namlich viel rascher ein, wenn der Kulturfliissigkeit etwas Pepton 
zugegeben oder als Nahrlésung Bohnenabsud verwendet wird. 

Wie Bestimmungen nach Kjeldahl lehrten, war in den Versuchen, 
die ohne Zusatz einer anderen Stickstoffquelle vorgenommen wurden, 
nach beendetem Abbau des Glucose-ureids fast der gesamte darin ent- 
haltene Stickstoff noch in der Kulturfliissigkeit vorhanden. Da jedoch 
gleichzeitig ausgefiihrte Mikrobestimmungen dartaten, daB er nurzu etwa 
50° in Form von Ammoniak vorhanden und, wie schon erwahnt, freier 
Harnstoff nicht nachzuweisen war, dirfte der Rest zum Aufbau der 
Zellen verbraucht oder in Spaltprodukte iibergefiihrt worden sein, in 
denen der Stickstoff durch Ammoniakbestimmung nicht erfaBt wird. 

Die Versuche, aus den in gréBerer Menge geziichteten Bakterien 
ein Fermentpraparat zu gewinnen, das Ureide spaltet, sind noch nicht 
beendet. 

Versuche. 

1. 0,5g Glucose-ureid, hergestellt nach B. Helferich (1. c.), wurden in 
100cem Nahrlésung gegeben, die 0,1 g Na,HPO,. 0,05g¢ MgSO, sowie 
Spuren NaCl und CaCl, enthielt und bereits zweimal sterilisiert worden 
war. Dann wurde ein drittes Mal sterilisiert und aus einer Ureidlésung 
beimpft, die durch Zugabe von Diingererde infiziert worden und in der 


lebhafte Bakterienentwicklung eingetreten war. px bei Versuchsbeginn 
= 7.4. Eine Woche nach Finsaat des Bakteriengemisches war schon starkes 


1 §. Literaturzusammenstellung bei St. Lévgren, diese Zeitschr. 119, 
215, 1921; s. ferner K. B. Lehmann u. R.O. Neumann, Bakteriolog. Dia- 
gnostik 2, 83, Miinchen 1926, 7. Aufl. 

2 Siehe K. B. Lehmann u. R.O. Neumann, |.c.: M.Jacoby, diese 
Zeitschr. 79, 35, 1917; 86, 329, 1918. 
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Wachstum zu beobachten. Aus 2 ccm, die an diesem Tage zur Mikro 
\mmoniak-bestimmung entnommen waren, wurden 0,85¢cem n/50 Nii 

14.45mg NH, fir 100 cem erhalten, d.h. 18,9°, des gesamten Ureid- 
stickstoffs waren in Form von NH, zugegen. Nach 20 Tagen war, wie der 
negative Ausfall der Fvhlingschen Probe dartat, kein Ureid mehr vorhanden. 
pu = 8.2. Wie schon N. Schoorl (1. c.) angegeben hat, zeigt Glucose-ureid 
Reduktion nach Fehling zwar nicht sofort, da es die fiir die Reaktion ver- 
antwortliche Carbonylgruppe in maskierter Form enthalt. Kocht man das 
Ureid jedoch einige Zeit (etwa 1 Minute) mit Fehlingscher Losung, so wird 
Zucker frei und durch Reduktion nachweisbar. Nachdem das ausgefallene 
Ammonium-Magnesium-phosphat durch Zugabe von wenigen Tropten 
HCl in Lésung gebracht worden war, wurden wiederum 2 cem zur Mikro- 
Ammoniak-bestimmung verwendet. Sie ergab 3,5 cem n/50 NH, 58 mg 
NH, fiir 100 cem (Theorie 76,6 mg NH, aus 0.5 g Glucose-ureid). 

2. 1 g Glucose-ureid wurde in 100 cem Nahrlésung wie bei 1. sterilisiert 
und mit Material aus Versuch | infiziert. Nach | Woche war bereits starkes 
Wachstum im Gange. Nach weiteren 14 Tagen war die Umsetzung voll 
standig. px 8.3, Zucker und Harnstoff waren nicht mehr aufzufinden. 

| cem Kulturfliissigkeit lieferte bei Bestimmung nach Kjeldahl 1,445 mg 
NH, oder 144,5 mg fiir 100 cem (Theorie 153 mg). 1 cem ergab bei Mikro- 
Ammoniak-bestimmung 0,833 mg NH, oder 83,3 mg fiir 100 cem, das sind 
54.4%, des gesamten Ureid-stickstoffs. 

3. Qualitativer Versuch. 0.5 ¢ Glucose-ureid wurden wie bei 1. zu 
100 cem Na&ahrlésung gefiigt, auf sieben Reagenzréhrchen verteilt und 
sterilisiert. Die Réhrchen wurden der Reihe nach beimpft, und zwar | bis 4 
mit U', bis U,, Réhrehen 5 mit B. proteus, R6hrchen 6 mit einer Reinkultur 
obergariger (Frohberg) Hefe, Rohrchen 7 wurde nicht beimpft. Nach 
18 Tagen war Wachstum nur in den mit U, und U; beimpften Réhrchen 
festzustellen. Hier war das Glucose-ureid vollstandig abgebaut, in den 
iibrigen Réhrchen dagegen war es unverandert erhalten geblieben. wie 
der positive Ausfall der Fehlingschen Probe bewies. 

4. Qualitative Ansdtze in sieben Reagenzréhrchen, die wie bei 3. vor- 
bereitet waren, wurden auBer mit U7, zum Teil mit anderen Mikroben 
beimpft, sowie mit verschiedenen stickstoffhaltigen Stoffen versehen. 
Reaktion neutral. 





, ‘ , Reduktion nact Reaktior 
Ve h Zusatz beimpft mit Fes ssedhvesing ; =r 
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5. Versuch mit 0,5 g Glucose-ureid in 100 cem Nahrlésung, enthaltend 
0,1°, NagHPO,, 0,02°, MgSO,, Spur NaCl und CaCl. 

Nach Sterilisation wie bei 1. angegeben, wurde mit Stamm Ll’, beimpft 
In den ersten 14 Tagen war so gut wie kein Wachstum zu konstatieren. 
dann setzte langsam Triibung ein, nach weiteren 20 Tagen hatten sich 
typische Tripel-Phosphatkristalle ausgeschieden; die Reduktion nach 
Fehling war nunmehr negativ. 

20cem der Kulturfliissigkeit lieferten bei dér Ajeldahl-Bestimmuny 
8.3cem n/10 Ammoniak = 70,55 mg fiir 100 cem. 20 cem, die zur Mikro 
Ammoniak-bestimmung verwendet wurden, ergaben 4,45 ¢cm n/l0 ode: 
38.8 mg NH, fiir 100 eem Kulturfliissigkeit (= 50.8°,, des gesamten Ureid 
stickstoffs). 

6. Ein Ansatz mit 0,5 g Glucose-ureid in 70 cem Nahrlésung, wurd: 
mit UU, beimpft und im iibrigen wie bei 5. behandelt. Da nach 14 Tagen 
so gut wie kein Wachstum zu konstatieren war, erfolgte erneute Beimpfung 
mit U,. Allmiahlich trat besseres Wachstum sowie Ausscheidung von 
Ammonium-Magnesium-Phosphatkristallen ein, und nach weiteren 3 Wochen 
war keine reduzierende Substanz mehr zu erkennen. Nachdem die aus- 
gefallenen Kristalle in Lésung gebracht worden waren, wurden 10 cem zw 
Kjeldahl-Bestimmung verwendet. Sie zeigten 10.28 mg NH, oder 72,0 mg 
NH, in 70 cem (Theorie 76,6 mg NH,) an. Desgleichen ergab die Mikro- 
Ammoniak-bestimmung 6,07 mg NH, in 10 oder 42,5 mg in 70cem Kultur- 
fliissigkeit, das sind 55,5°(, des gesamten Ureid-stickstoffs. 

7. 100 cem Absud wei®er Bohnen wurden nach zweimaliger Sterilisation 
mit 0,5 g Glucose-ureid versetzt, noch einmal sterilisiert und mit U, beimpft. 
Das Wachstum setzte sofort ein, und nach 5 Tagen war das Ureid ver- 
schwunden. 

Die Mikroammoniak-bestimmung ergab 4,.08mg NH, in 10. bzw. 
40,8 mg NH, in 100 cem Kulturfliissigkeit. Bei der Ajeldahl-Bestimmung 
wurden 87.8 mg NH, gefunden, von dem jedoch nur 76,6 mg aus dem Ureid 
entstanden sein kénnen. Es sind also auch hier nur 53,2°, des gesamten 
Ureidstickstoffs in NH, iibergefiihrt worden. Aus dem Absud allein ent- 
wickelte U, nach fiinftagiger Kultur kein NH. 
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Uber die Bildung von Oxalsiure aus Uronsiuren 
durch Aspergillus niger. 


Vi yn 
Eduard Hofmann. 


(Aus dem Kaiser Wilheim-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 24. September 1931.) 


Trotz der groBen Verbreitung der Uronsaéuren in der Natur ist ber 
den biologischen Abbau dieser den Kohlenhydraten recht nahestehenden 
Substanzen merkwurdigerweise sehr wenig bekannt. 

H. Thierfelder' tand bei Zersetzung von Glucuronsiure durch ein 
undefiniertes Gemisch von Bakterien (Kloakenschlamm) nur die gas- 
formigen Produkte Methan, Wasserstoff nebst Kohlendioxyd; er nahm an, 
daB sie wie bei der Sumpfgasgiérung im Laufe des 14 Monate dauernden 
Experiments tiber Milchséure und Essigsiure entstanden seien. EF. Sal- 
kowski und C. Neuberg*® haben gezeigt. daB Glucuronsiure durch Faulnis- 
bakterien partiell zu  Nylose abgebaut werden kann. H. Hildebrand®, 
M. Bial* sowie neuerdings A.J.Quick und M.C. Kahn®* berichteten, 
da®B Glucuronsaure durch verschiedene Bakterien angegriffen wird und daB 
dabei Zersetzungsprodukte auftreten, iiber deren Natur keine genauen 
Angaben gemacht wurden. H. D. Kay® hat dargetan, daB die durch B. coli 
aus Glucuronsaéure erzeugten Stoffe qualitativ dasselbe Gemisch von Stoffen 
darstellen, wie es von der Vergérung der Glucose durch die gleiche Mikrobe 
her bekannt ist: jedoch war die Menge FEssigsiure und Bernsteinsiéure 
deutlich vermehrt, dagegen die von Milchséure und Athylalkohol ver 
ringert. Versuche von D. Miiller? lehren, da®B‘ ein PreBsaft von Asper- 
gillus niger. d. h. das darin enthaltene Ferment Glucoseoxydase, Glucuron- 
saure nicht angreift. 

Zunachst habe ich den Abbau der beiden Uronsiuren, d-Glucuron- 
sdure und d-Galakturonsdure, durch wachsende Kulturen von Aspergillus 
niger naher untersucht. 

Die zu den Ansatzen benutzte Lésung, die als anorganische 
Nahrsalze 0,5°, NagPO, + 12 H,O, 0,05°, NH, . NOs, 0.05% MgSO, 
sowie Spuren von KCl, CaCl, und FeCl, enthielt, wurde zweimal in 
Erlenmeyerkolben sterilisiert ; dann wurde die Uronsaure hinzugegeben. 


' H. Thierfelder, H. 18, 281, 1889. 

* EB. Salkowski u. C. Neuberg, H. 36, 261, 1902. 

’ H. Hildebrand, H. 48, 288, 1904/1905. 

' M. Bial, H. 45, 262, 1905. 

5 A.J. Quick u. M.C. Kahn, Chem. Centralbl. 1931, I, S. 1 
° H. D. Kay, Biochem. Journ. 20, 321, 1926. 

7 D. Miller, diese Zeitschr. 282, 430, 1931. 
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Die Flissigkeit, die darauf mit Kalilauge soweit abgestumpft war, dai 
noch schwach saure Reaktion (pq = etwa 5) bestand, wurde zweima! 
je 10 Minuten im Dampftopf sterilisiert, mit Aspergillus niger beimpft 
und bei 25° aufbewahrt. 

Bei einigen Versuchen wurde keine Kalilauge angewendet, sondern 
sterile Kreide im Uberschu8 hinzugefiigt. In solchen Ansitzen ging 
das Pilzwachstum nur sebr langsam von statten, und erst nach Monaten 
waren die Uronsauren véllig verbraucht. Doch scheint bei diesen Ver- 
suchen der Abbau bis zur letzten Stufe (Kohlendioxyd und Wasser) 
fort zu schreiten; denn irgendwelche intermedidren Abbauprodukte 
konnten nicht nachgewiesen werden. Dagegen erfolgte bei den mit 
Kalium-uronaten vorgenommenen Versuchen sehr gutes Wachstum 
nach 4 bis 5 Wochen war in allen Fallen das Reduktionsvermégen ver- 
schwunden und die Naphthoresorcinreaktion (s. 8. 435) negativ  ge- 
worden. 

Die Priifung auf organische Saéuren ergab in diesen Fallen, dab 
gréBere Mengen von Oxalsdure anwesend waren. 

Der EinfluB der Kationen sowie der Wasserstoffionenkonzentration 
auf die Natur der durch Pilze und Bakterien erzeugten Zuckeroxydations- 
produkte tritt auch in den Untersuchungen von C. Wehmer!, Wl. Butkewitsc/ 
und N. W. Fedoroff*?, T. Chrzaszcz und D. Tiukow*®, V. Bolcato* u. a 


zutage. 

Zum Nachweis und fiir die Bestimmung der entstandenen Oxal- 
séure wurde jeweils die Lésung durch Filtration von der Pilzdecke ge- 
trennt und aus einem aliquoten Anteile des Filtrates nach Zusatz von 
Essigsiure die Saure als Calciumoxalat gefallt. Der Niederschlag wurde 
nach zweimaligem Umfallen entweder direkt in CaO iibergefiihrt, ode: 
er wurde nach der Vorschrift von E. Salkowski® auf dem Filter mit Salz- 
siure gelést; aus dem Filtrat wurde dann die Oxalséure durch er- 
schépfende Atherextraktion isoliert® und nach Verjagen des Athers 
aus dem mit Wasser verdiinnten Riickstand in der Hitze wiederum als 
Jalciumoxalat gefallt. 

Da mit dem Vorliegen schwer léslicher Kalksalze, z. B. der 5-Keto- 
gluconsaure (Boutroux, G. Bertrand, Kiliani), und der Citronensdure 


1 C. Wehmer, B. 62, 2672, 1929. 

2 WL. Butkewitsch u. N.W. Fedoroff. diese Zeitschr. 219, 98, 1930. 

3 7. Chrzaszcz u. D. Tiukow, ebendaselbst 229, 343, 1930. 

4 V. Bolcato, L.' Industria Saccarifera Italiana 24, Nr. 7, 1931. 

5 Siehe C. Neuberqg. Der Harn, S. 273. Berlin 1911. 

® Die von W. Merz u. S. Maugeri, H. 201, 31, 1931. empfohlene HBe- 
stimmung der Oxalséure durch Titration des rohen Calciumoxalats mittels 
Permanganat konnte nicht angewendet werden, weil ja Salze anderer durch 
Ubermangansaure oxydierbarer organischer Substanzen vorliegen konnten. 
aber gerade der Nachweis des Oxalats zu erbringen war. 
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immerhin gerechnet werden mubte, so iiberzeugte ich mich besonders 
davon, daB es sich wirklich um Oxalséure handelte. 

Zu diesem Zwecke wurde der gesammelte Niederschlag auf dem 
Filter 4 Stunden bei 105° getrocknet, wobei er nach S.Goy! die Zu- 
sammensetzung (COO),Ca + H,O annimmt. Dann wurde ein Teil 
des Niederschlages im Platintiegel in CaO tibergefiihrt und, nachdem 
dieses gewogen war, auch das Filter mit dem Rest des Niederschlage- 
zur Ermittlung des gesamten CaO verascht. 

Natiirlich habe ich mich dariiber unterrichtet, daB keine der mit 
Kalilauge partiell abgesattigten Uronsauren unter gleichen Bedingungen 
(in 35 Tagen bei 25°) Oxalat lieferte. 

Diese beschriebene Entstehung von Oxalsaéure bildet cine Parallel 
zu der Beobachtung von P. Mayer*, da® nach Verabreichung von Glucuron 
sdure an Kaninchen eine erhéhte Ausscheidung von Oxalsiure stattfinden 
kann und auch Leber aus Glucuronséure Oxalat zu bilden vermag; zu 
ahnlichen Resultaten sind ferner AJ. Loeper, R. Degos und J. Tonnet® fiir 
tierische Gewebe gelangt. 

Die nicht zur Oxalséurebestimmung benutzten Kulturfliissigkeiten 
wurden zur Untersuchung auf andere organische Sauren, insbesondere 
Citronenséure (Reaktion nach Denig:s und Stahre), verwendet. 

Uber die Zwischenprodukte, die bei der Umwandlung von Zucker 
in die Tricarbonsaure in Frage kommen, wurden in den letzten Jahren 
verschiedene neue Ansichten ausgesprochen. Erinnert sei an die Theorie 
von H. Franzen und F. Schmitt,4 nach der die Bildung aus Hexose 
iiber Zuckersiéure und Ketipinséure erfolgen soll, sowie an die Hypo- 
these von F. Challenger, V. Subramaniam und J. K. Walker®, die 
in allerdings nicht reproduzierbaren Versuchen® — aus der Hexose 
Zuckersiure und aus dieser Citronenséure erhalten haben, wahrend 
sie bei der Einwirkung von Asparg. oryzae auf Glucuronsaéure kein 
Umwandlungsprodukt zu fassen im stande waren. W1. Butkewitsch* 
glaubte, daB die Bildung von Citronenséure aus Zucker iiber Glucuron- 
saure geschehe. Jiingst haben 7’. Chrzaszez und D. Tiukow® den grund- 
satzlich wichtigen Befund erhoben, daB Citronenséiure aus Acetaten 
und somit letzten Endes auf dem durch das Neubergsche Garungs- 


' S.Goy, Chem.-Ztg. 37, 1337, 1913. 

* P. Mayer, Zeitschr. f. Klin. Med. 47, 68, 1902. 

3M. Loeper, R. Degos u. J. Tonnet, C. r. Soc. biol. 83, 716 u. 717, 1931. 

4 H. Franzen u. F. Schmitt. B. 58, 222, 1925. 

5 F. Challenger. V. Subramaniam u. T. K. Walker, J). chem. Soc. 1927. 
200; Chem. Centralbl. 1927, [, 2561; 1928, T, 2183; 1980, I, 1318. 

® K. Bernhauer, H. Siebenduger u. H. Tschinkel, diese Zeitschr. 230. 
466, 1930. 
7 WI. Butkewitsch, ebendaselbst 154, 127, 1924. 
® T. Chrzaszcz u. D. Tinkow. a. a. O. 
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schema angezeigten Wege entstehen kann, also sehr komplizierte 
Annahmen des Reaktionsmechanismus entbehrlich sind. A. Bern- 
hauer und H. Siebenduger! konnten diese bedeutsame Entdeckung 
inzwischen bestatigen und scheinen sie im gleichen Sinne zu deuten, 
nachdem sie auch die oxydative Entstehung von Citronensdure aus 
Athylalkohol durch Aspergillus niger bewiesen haben. 

Obgleich der von mir herangezogene Stamm des Aspergillus niger 
sowohl aus Saccharose als auch aus Mileh- und Traubenzucker reichliche 
Mengen Citronenséure und ferner aus Citronenséure Oxalsaure zu 
erzeugen verizochte, konnte in keinem der Uronsaureversuche Citronen- 
siure gefabt werden. Ebensowenig fanden sich Anhaltspunkte fiir das 
Vorhandensein anderer organischer Sauren. 


Versuche. 

1. 1 g d-Glucuron® (= 1,11 g Glucuronsiure, C,H,,O;) wurde in 
der angegebenen Weise in 100 ccm Nahrlésung gelést, mit Kalilauge 
versetzt und mit Aspergillus niger beimpft. Als nach 35tagiger Auf- 
bewahrung im Thermostaten bei 25° alle Glucuronséure verschwunden 
war (negativer Ausfall der Reduktionsprobe und Naphthoresorcin- 
reaktion), wurde vom Mycel abfiltriert und aus 70 ccm des Filtrates 
die Oxalsdiure als Calciumoxalat gefallt. Dieses wurde zweimal mit 
heiBer Salzsiure gelést, abermals durch Neutralisieren mit Ammoniak 
und Zusatz von Essigséure gefallt, filtriert, gegliiht und als CaO ge- 
wogen. 

Gefunden 0,066 g, oder 0.0943 ¢ CaO fiir 100cem = 0,1512 g 
Oxalséure. Das sind 13,62°,, berechnet auf 1,11 ¢ Glucuronséure oder 


1 g¢ Glucuron. 


2. 0,5¢ a-d-Galakturonsdure®, (C,H, 0; + H,O) = 0,458 ¢ 
C,H, ,0;, in 100ccm Nahrlésung wie bei 1. gelést, sterilisiert und 
beimpft. 


Nach ebenfalls 35tagiger Aufbewahrung bei 25° wurde aus 50 ccm 
Filtrat ein typisches Salz isoliert, das 0,015 g CaO ergab, so daB fiir 
100 cem 0,03 g CaO oder 0,0482 ¢ Oxalsiure erhalten wurden. Sie 
entsprachen 10,2°/% der angewendet gewesenen, im iibrigen vollig ver- 
brauchten Galakturonsaure. 

3. Vergleichende Versuche mit je 2q Glucuron, Galakturon- und 
Tetra-galakturonsdure a* in 100 ccm Nahrlésung, entsprechend der An- 
ordnung bei I. 

Nach 28 Tagen wurde die Oxalsaure auf die erwahnte Art bestimmt. 


1K. Bernhauer u. H.Siebenduger, diese Zeitschr. 240, 232, 1931. 

2 Dargestellt nach C. Neuberg, B. 38. 3315, 1900; C. Neuberg u. S. Lach- 
mann, diese Zeitschr. 24, 416, 1910. 

3 Dargestellt nach F. Ehrlich u. F. Schubert, B. 62, 1974, 1929. 
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a) 2 g Glucuron oder 2,22 g CgH,,Q,;. Im gereinigten Niederschlag 
aus 60 ccm filtrierter Kulturfliissigkeit gefunden: 0,0872 g CaO, oder 
06,1653 g fir 100 ccm = 0,2658 g Oxalsiure: das sind 12,08°,, det 


eingesetzten Glucuronsaure. 

b) 2g Galakturonsdure (CgH,)0; + H,O). Hier z. B. wurde ein 
Teil des Calciumoxalat-niederschlages nach Trocknen bei 105° in den 
Platintiegel ibergefiihrt, gegliht und das entstandene CaO gewogen 
(COQO),Ca + H,O. Ber.: CaO = 38,38%; gef.: CaO = 38,55° 

Das Filter mit dem Rest des Calciumoxalates wurde im gleichen 


0 


Platintiegel verascht und das gesamte CaO gewogen. 

Gefunden fiir das Salz aus 100ccm Kulturfliissigkeit 0.2300 ¢ 
CaO = 0,3695 g Oxalsiure, entsprechend 20,2°, der eingefiihrten 
Galakturonsaure. 

c) 2g Tetra-galakturonsdure a, behandelt wie bei a) und b). 

0.2769 g des Calciumoxalat-niederschlages wurden nach vier- 
stiindiger Trocknung bei 105° gegliiht: sie lieferten 0,1075 g CaO. 
(COO),Ca + H,O. Ber.: CaO = 38,38%: gef.: CaO = 38,80%%. 

Nach Vergliihen des Filters mit dem Rest des Calciumoxalats im 
gleichen Tiegel wurden insgesamt 0,1235 g CaO fiir das Salz aus 90 
bzw. 0,1369g¢ CaO fiir 1l00ccm Filtrat = 0,2195 g¢ Oxalséure fest- 
gestellt, entsprechend 10,9°,, der angewandten Tetra-galakturonsaure. 

Es zeigt sich, daB auch die sehr bestandige kondensierte Uronséure 
(Tetra-galakturonsdure) angegriffen und im selben Sinne oxydativ 
abgebaut wird wie ihr monomolekularer Grundkérper. Es ist wohl 
anzunehmen, daB er intermediir entsteht; denn man wei aus den 
Untersuchungen von F. Ehrlich!, daB die polvsaccharidische Tetra- 
saure durch Takadiastase zur monomolekularen Uronsaure aufgespalten 
werden kann. Hinzu kommt, daB nach F. R. Davison und J.J. Willa- 
man” das Pektinase genannte, aus verschiedenen Pilzen gewinnbare 
Enzym sogar Pektin und Pektinsiure zu den letzten Bausteinen 
zu hydrolysieren vermag. 

Die beschriebene Produktion von Oxalsaure verdient aus folgendem 
Grunde Beachtung. Die Uronsaéuren, namentlich die beiden hier 
untersuchten, gelangen als regelmaBige Komponenten animalischer 
und vegetabilischer Materie in dauernde Beriihrung mit Mikro- 
organismen, so im Erdboden, im Verdauungskanal der Tiere usw. 
Ja, Verbindungen der Uronséuren bilden einen Zellhestandteil von 
Mikroben. Das letztere haben vor vielen Jahren W. Palladin und 
W. Lewtschenko® gerade fiir den Aspergillus niger dargetan, und in 


1 F. Ehrlich, Cellulosechemie 11. 161, 1930, 

2? F. R. Davison u. J.J. Willaman, Botanical Gazette S38, 329, 1927. 

> W. Palladin u. W. Lewtschenko, Bull. Acad. St. Petersbourg 1916, 
102] u. 1267: vgl. auch Chem. Centralbl. 1925. T. 2630 
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iiherzeugender Weise haben MM. Heidelberger und W. F. Goebel! 
solche Befunde fiir verschiedene pathogene Bakterien sowie E. W. 
Hopkins, W. H. Peterson und E£. B. Fred® fiir Bakterien der 
Wurzelknétchen erhoben. Im Stoffwechsel kénnen nun Uronsauren in 
Oxalsiure tibergehen, die ihrerseits von Mikroben leicht weiterverarbeitet 
wird. In diesem Zusammenhange ist es erwaihnenswert, da eine Uron- 
saure (l-Glucuronsaure) nach 7’. Takahashi und 7. Asai*® auch auf dem 
Garungswege aus Glucose wie aus Gluconsaure entsteht : Wiinschendor/f 
und Ch. Killian* scheinen ebenfalls die Bildung von Glucuronsaure 
neben anderen organischen Saéuren beim Abbau von Zucker durch 
Ustulina vulgaris beobachtet zu haben. [Bemerkenswerterweise konnt« 
F. Banning® mit 15 Bakterien, die aus verschiedenen Substanzen 
Oxalsiure bildeten, auf dem doch Uronsauwe enthaltenden Gummi 
arabicum (Butler, Cretcher. Heidelberger, Kendall, Weinmann) als 
Substrat keine Oxalatentstehung nachweisen.] 

Die alte Vermutung von W. Kruse®, daB es eine Bildung von 
Glucuronsaure durch Garung gabe, erscheint heute immerhin dis- 
kutabler als friiher. Nachdem die enzymatische Umwandlung von 
Ketose in Aldose nachgewiesen ist’, darf man an Uberginge wie die 
von 5-Ketogluconsaure in eine Galakturonsaure 


OH H OH OH H 
HOOC.C. C.C.CO.CH,OH — HOOC .C . C.C(OH)=C(OH).CH,OH 
H OH H H OH 
OHH H OH H H OH 
— HOOC.C.C. C.CO.CH,QOH—» HOOC.C.C.C.C.COH 
H OH OH HOH OH H 


(im Sinne der Ergebnisse von Lobry de Bruyn, van Ekenstein, Nef und 
Evans) denken, Reaktionen, welche die ratselhafte Entstehung der Dulcit- 
(Galaktose) reihe in der Natur* dem Verstaéndnis naherbringen wiirden. 


' M. Heidelberger u. W. EF. Goebel, Journ. of biol. Chem. 70, 613. 1926; 
74. 613, 619, 1927. 

* BE. W. Hopkins, W.H. Peterson u. E. B. Fred, Amer. Chem. Soc. 52. 
3659, 1930. 

> T. Takahashi u. T. Asai, Centralbl. ft. Bakt. [11] S84, 193, 1931. 

4 Wiinschendorftf u. Ch. Killian, C. r. 187, 572, 1928. 

> F. Banning, Dissertation, Basel, 1902. 

® W. Kruse, Allgem. Mikrobiologie 1910. 

7 C. Neuberg u. J. Leibowitz, diese Zeitschr. 187, 481, 1927: 191, 456, 
1927; vel. auch St. Veibel, ebendaselbst 239, 350, 1931. 

8 In den Organismen sind bekanntlich d- und !-Reihe der Galactose 
iiber das identische, infolge intramolekularer Kompensation optisch- 
inaktive Derivat Dulcit miteinander verbunden; siehe hierzu C. Newberg 
in Asher-Spiros Ergebn. d. Physiol. 8, I, 428, 1904. Ganz neuerdings haben 
P. Haas u. T.G. Hill (Biochem. J. 25, 1470, 1931) in den Uronséure ent- 
haltenen Algen tatsachlich Dulcit aufgefunden. 

















Uber die Verhiltnisse 
bei der carboxylatischen Spaltung der a-Oxo-n-valeriansiure. 


Von 
Eduard Hofmann. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 20. September 1931.) 


Durch frihere Versuche tiber die Wirkungsweise der Carboxylase 
steht fest, daB auBer der Brenztraubenséure verschiedene ihr homologe 
z-Ketosiuren von dem Enzym angegriffen werden!'. Auber dem 
Anfangsglied der Reihe werden die «-Keto-buttersiure, CH, .CH,.CO. 
COOH, die Di-methyl-brenztraubenséure, (CH,).: CH .CO.COOH, 
die Methyl-athyl-brenztraubensaure, (C H,)(C,Hs)CH . CO. COOH, und 
die a-Keto-n-capronsiure, CH,.CH,.CH,.CH,.CO.COOH, von 
dem Enzym zerlegt. Die Trimethy!-brenztraubensaure, (CH ),.C.CO. 
COOH, erwies sich gegen dasselbe als widerstandsfihig®. Daraus 
laBt sich mit einiger Wahrscheinlichkeit der SchluB ziehen, daB die 
Enolisierbarkeit der Substrate fiir die Herbeifiihrung ihrer carboxylati- 
<chen Spaltung mitbestimmend ist. Da’ auch Oxalessigsiure (HOOC . 
CO.CH,.COOH) und «-Keto-n-glutarsiure (HOOC.CO.CH,. 
CH,.COOH) der enzymatischen Decarboxylierung fiaihig sind, be- 
findet sich mit dieser Auffassung im Einklang. 


Am besten untersucht sind die Verhaltnisse bei der carboxylatischen 
Spaltung von Brenztraubenséure und Oxalessigsiure. Dabei ist er- 
kannt, daB der durch Decarboxylierung entstehende Acetaldehyd 
nur zum Teil als solcher im Reaktionsgemisch nachweisbar ist, wahrend 


1 Literatur iiber das ganze Gebiet siehe bei C. Neuberg, Carboxylase, 
in Oppenheimer-Pincussen. Die Fermente und ihre Wirkungen, III. Leipzig 
1928. S. 1316. 

2 C. Neuberq u. F. Weinmann, diese Zeitschr. 200, 473, 1928. 
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ein Teil sekundiren Umwandlungen unterliegt!. Besonders kommt 
die carboligatische Verwendung des abgespaltenen Acetaldehyds in 
Frage, die zur Ansammlung von Acetoin (Acetyl-methyl-carbinol) 
CH,.CO.CHOH.CHsg, AnlaB gibt?. Auberdem ist gezeigt worden®, 
das nicht nur die vorerwahnten «-Ketosauren selber von dem Ferment 
angegriffen werden, sondern daB auch ihre Bisulfit-additions-produkte 
den gleichen Zerfall erleiden, und zwar mit besonderer Leichtigkeit 
Bei dieser Versuchsanordnung unterbleibt der carboligatische Verbrauch 
des primar erzeugten Acetaldehyds4; setzt man dagegen fertigen Acet 
aldehyd girenden Pyruvinat-lésungen zu, so steigt die Ausbeute an 
Acyloin®. 

Neuerdings ist nun von W. Dirscherl® die Frage aufgeworfen, ob 
die Bildung des Acetoins einem besonderen Enzym, der Carboligase, 
zuzuschreiben sei, oder ob nascierender Aldehyd mit solchem Aldehyd, 
der sich bereits angereichert und stabilisiert hat, oder mit zugefiigtem 
Acetaldehyd freiwillig die Acyloin-kondensation eingehe. Im letzten 
Falle ware die Annahme eines besonderen Kohlenstoffketten kniipfenden 
Enzyms — Carboligase — unnétig und das Auftreten von Acyloin 
die Folge einer besonderen Reaktionsfahigkeit des carboxylatisch 
erzeugten Aldehyds in statu nascendi. 

Um einen Beitrag zu dieser Frage zu erbringen und zugleich die 
Kenntnis der Carboxylase-substrate zu erweitern, habe ich die «-Aeto- 
n-valeriansdure, CH,. CH,. CH,.CO. COOH, auf ihre carboxylatische 
Spaltbarkeit untersucht und dabei gepriift, ob der aus ihr hervor- 
gehende n-Butylaldehyd einer freiwilligen Kondensation anheimfallt. 

Die «-Ketosdiure der normalen 5-Kohlenstoffreihe wurde deshalb 
gewahlt, weil die Verhaltnisse einfacher liegen, als bei den vorhin er- 
waihnten Carbonylséiuren mit lingerer oder verzweigter Kohlenstoff- 
kette. Der zu erwartende n-Butylaldehyd ist ein typisches Homologon 
des Acetaldehyds. 

Folgendes hat sich ergeben: 

Die x-Keto-n-valerianséure wird von Hefe unter den selben Be- 
dingungen wie Brenztraubensféure recht glatt carboxylatisch zerlegt. 
Als Enzymmaterial benutzte ich zumeist Trockenhefe, da diese sich 
auch bei der Pyruvinat-vergarung bestens bewahrt. 

Die carboxylatische Spaltung betrug gemaf Bestimmung der 
abgegebenen Quantitaét Kohlendioxyd rund 80%, und zwar in den 


' C. Neuberg u. G. Gorr, diese Zeitschr. 154, 495, 1924. 

2 J. Hirsch, ebendaselbst 131, 178, 1922. 

3 C. Neuberg u. E. Reinfurth, Ber. 58, 1051. 1920. 

* CO. Neuberg u. A. v. May, diese Zeitschr. 140, 299, 1923. 
5 ©. Neuberg u. O. Rosenthal, Ber. 57, 1436, 1924. 

® W. Dirscherl, H. 188, 225, 1930; 201, 47, 1931. 
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Fallen, wo die Lésung der «-Ketosdéure mit Phosphat! gepuffert ge- 
wesen war. Die Quantitat des isolierten n-Butylaldehyds machte 73°, 
bei Abscheidung als 2, 4-Di-nitrophenylhydrazon aus. Die Mengen det 
Zerfallsprodukte standen also nahezu im molekularen Verhaltnis. 


Der carboxylatische Abbau der «-Keto-n-valeriansaure vollzog 
sich schnell. Er war praktisch nach 3 Stunden beendet, doch schritt 
ich zur Aufarbeitung erst nach 7 Stunden. Wartete ich langer, so nahm 
bei gleichem Grade der Spaltung, gemessen an der Kohlendioxyd- 
entwick!ung, die Menge des Butylaldehyds ab. Man muB an dismutative 
Veranderungen bzw. an die phytochemische Reduktion denken; eine 
Acyloin-bildung hatte nicht stattgefunden (s. unten). 


Auch die Sulfit-verbindung der «-Keto-n-valeriansdure unterliegt, 
so wie es fiir die Homologen beschrieben worden ist, der carboxylatischen 
Spaltung durch die Trockenhefe. Nach der Kohlendioxyd-entwicklung 


erreichte hier die Zerlegung 74%, des theoretischen Umfangs. 


Besonders habe ich auf die Entstehung des  entsprechenden 
Acyloins, des n-Butyroins, geachtet. Dieser Korper, der durch die 
Untersuchungen von L. Bouveault und R. Locquin? genauer bekannt 
geworden ist, war auch nicht in Spuren aufzufinden. Er ware leicht in 
Form seines tiefroten p-Nitrophenylosazons nachzuweisen, das ganz 
unléslich und von der entsprechenden Verbindung des n-Butylaldehyds 
ohne weiteres zu trennen ist, indem das gelhe Hydrazon des n-Butyl- 
aldehyds in warmen Alkohol iibergeht. In dem Gargemisch konnte 
das charakteristische rote Butyroin-osazon (s. 8. 434) nicht entdeckt 
werden. Um iiber die Eigenschaften dieser Hydrazinverbindung 
orientiert zu sein, habe ich sie aus reinem n-Butyroin hergestellt, das 
nach einer Vorschrift der genannten franzésischen Forscher bereitet 
worden war. 

DaB im vorliegenden Falle Butyroin fehlt, kann nicht etwa mit 


einem ,,Ausweichen des Hefenenzyms“ infolge besonderer Giftigkeit 
dieses Ketols erklirt werden. Jiingst hat St. Veibel® gezeigt, daB dieser 
Kérper keine schidigende Wirkung auf Hefe ausiibt, sondern von ibr, 
wenn sie gleichzeitig Zucker vergirt, in normaler Weise phytochemisch 
zum 4, 5-Octandiol reduziert wird. 


Es ergibt sich aus den Versuchen, dap a-Keto-n-valeriansaure durch 
Hefenenzym carboxylatisch abgebaut wird und dap sich der aus ihr hervor- 
gehende n-Butylaldehyd nicht freiwillig zum n-Butyroin kondensicrt. 


1 C. Neuberg, diese Zeitschr. 71. 27, 1915; 152, 203, 1924; C. Newberg 
u. A.v. May, a. a. O. 

2 L. Bouveault u. R. Locquin, C.r. 140, 1593, 1905. 

3 St. Veibel, diese Zeitschr. 239, 456, 1931. 
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Die zu den Versuchen bendtigte «-Keto-n-valeriansaure wurde in 
Anlehnung an Angaben von L. Bouveault und R. Locquin' bzw. von 
H. K. Sen® hergestellt. n-Propyl-acetessigester wurde bei Gegenwart 
von Natriumalkoholat mit Athylnitrit behandelt, und aus dem ent- 
stehenden Oximino-ester wurde durch Spaltung mit Nitrosyl-sulfat die 
freie a-Ketosiure gewonnen. 


Versuch 1. 

5cem einer etwa n/5 Keto-n-valeriansaurelésung, 103 mg Keto- 
s4ure enthaltend, wurden mit 8 ccm Wasser verdiinnt und _ mit 
leem Acetatpuffer nebst 1 cem m-Dinatriumsulfit sowie 1,5 g Patzen- 
hofer Trockenhefe versetzt. 

Von dem Gemisch wurden 12,0 ccm in ein Eudiometer iibergefiihrt 
und bei 33° aufbewahrt. Die Garung setzte sofort ein, nach 18 Stunden 
waren 13,8 ccm CO, entstanden. Im Kontrollversuch ohne Ketosaure 
waren 0,4ccm Gas gebildet. Demnach sind 13,4 ccm = 23,6 mg 
= 75,4°, der Theorie (31,3 mg) CO, entwickelt worden. 


Versuch 2. 
1. Zu Seem = 90,5 mg der «-Ketosdure, 
6 ., Leitungswasser und 


4 ,, m/5 Na,HPO,-Lésung wurde 1g Patzenhofer Trocken- 
hefe gegeben; von dem Gemisch wurden 12,0 eem in 
ein Eudiometer abgefiillt. 

2. Zu 20 ,, == 362 mg der »-Ketosaure, 
24 ,, Leitungswasser und 

16 ,, m/5 Na,HPO,-Lésung, die sich in einer Flasche mit 
Garaufsatz befanden, wurden 4g Patzenhofer Trocken- 
hefe gegeben. 

Nach 16 Stunden waren im Eudiometer bei 33° 11,6ccm COQ, 
= 78,2°% der Theorie vorhanden. 

Nach ebenfalls 16 Stunden wurde die Fliissigkeit aus dem Haupt- 
versuch tiber CaCO, im Wasserdampfstrom destilliert und der ent- 
standene n-Butylaldehyd titrimetrisch bestimmt. Von 400 ccm Gesamt- 
destillat verbrauchten 100 cem 6,7 cem n/10 Jod = 96,2 mg Aldehyd: 
das sind 42,7°;, der Theorie. 


> 


Versuch 3. 
150 ccm = 2,7 g der a-Ketosaure, 
250 ,, Leitungswasser mit 
45g Na,HPO, und 30g Patzenhofer Trockenhefe. 


1 L. Bouveault u. R. Locquin, Chem. Centralbl. 1904, IT. 1706. 
H. K. Sen, diese Zeitschr. 148, 197, 1923. 
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Von dem Gemisch wurden 10,0ccm mit 2,0cem m/5 KH,PO,- 
Lésung in ein GasmeBgefaB gebracht und bei 33° aufbewahrt. Die 
Stunden waren 11,5 ccm Cv, 


Garung begann unmittelbar. Nach 7 
entstanden, im Kontrollansatz ohne g-Ketosaure nur 0,3 ccm Gas; 
demnach aus dem Saure-versuch 11,2 ccm = 81,2°, CO,. 

Die Hauptmenge des Ketosaure-Dinatriumphosphat-gemisches wurde 
ineiner durch Garaufsatz verschlossenen Flasche mit 80ccm m/5 KH, PO,- 
Lésung versetzt und blieb ebenfalls bei 33° stehen. Nach 7 Stunden wurde 
der Versuch abgebrochen und der vorhandene n-Butylaldehyd quanti- 
tativ bestimmt. Bei der ersten Wasserdampfdestillation wurden 
1000 com Destillat aufgefangen. Diese wurden sodann zur Konzentration 
ein zweites Mal destilliert und dabei 400 ccm Destillat gesammelt. 
Aus dem Ubergegangenen wurde der Aldehyd mit 2, 4-Di-nitrophenyl- 
hydrazin in salzsaurer Lésung als das entsprechende Hydrazon aus- 
gefallt, wovon 5,1 g erhalten wurden. Nach dem Umkristallisieren 
aus verdiinntem Alkohol zeigte das Hydrazon den Schmelzpunkt 122°. 
Den gleichen Schmelzpunkt besaB ein nach den Angaben der Literatur?! 
aus garantiert reinem n-Butylaldehyd hergestelltes Hydrazon und 
ebenso ein Gemisch aus beiden Praparaten. 

Dem Hydrazon war keine andere Hydrazinverbindung beigemischt, 
eine solche konnte auch nicht aus ihren Mutterlaugen isoliert werden. 

Die Gesamtmenge an Hydrazon aus dem Garversuch betrug nach 
dem Umkristallisieren 4,3 g = 73,3°, der Theorie. 

In alkoholischer Natronlauge lést es sich mit tief rotbrauner 
Farbe auf. 

2.370 mg Substanz lieferten 0,451 cem N, (21° und 752 mm). 

CyoH,,0,N,- Ber.: N = 22,2%; gef.: N = 21,9%. 


(252 


Die Riickstande der beiden Wasserdampfdestillationen, d.h. der 
nicht tibergegangene Teil und der nach der Anreicherung verbliebene 
fest von 600 ccm, wurden zum Nachweis eventuell entstandenen 
n-Butyroins mit p-Nitrophenyl-hydrazin in essigsaurer Lésung 4 Stunden 
lang auf dem Wasserbad erwarmt und tiber Nacht bei Zimmertemperatur 
belassen; dann wurde von einer geringen Menge eines braunlichen 
Niederschlags abfiltriert, der jedoch kein Butyroin-osazon enthielt. 

Zum Vergleich wurde reines n-Butyroin nach den Angaben von 
Bouveault und Locquin (a. a. O.) und daranus mit p-Nitro-phenylhydrazin 
das entsprechende Nitro-osazon hereitet, das glatt und in fast theo- 
retischer Ausbeute entsteht. 


10O.L. Brady u. G. V. Elsmie, Analyst 51, 77, 1929. 
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lg Butyroin wurde in rund 100 cem 20° igen Alkohols gelést, 
mit 5 g p-Nitro-phenylhydrazin in 150 cem Essigsaéure von 20°, versetzt 
und 8 Stunden am Wasserbad gekocht, wobei der gréBte Teil des Wein- 
geistes verdampft. Ausbeute 2,6 g Osazon (Theorie 2,8 g). Nach wieder- 
holtem Lésen in heiSem Pyridin und Fallen mit Eisessig wird es in Form 
von feinen roten Nadeln gewonnen, die sich bei etwa 280° dunkel farben 
und zwischen 293 bis 295° unter Zersetzung schmelzen. Dieses Osazon 
geht in alkoholische Natronlauge mit tiefblauer Farbe tiber. 

Das p-Nitro-osazon ist in Wasser und Alkohol unléslich und ein 
sehr charakteristisches Derivat des n-Butyroins. 

1,164 mg gaben 0,563 cem N, (21° und 752 mm). 

Cop HogNeO,- Ber.: N = 20,4%; gef.: N = 20,2° 
(412) 


Die im vorstehenden beschriebenen Versuche lehren. daB reine carboxy- 
latische Spaltung méglich ist. ohne daB im Zusammenhang mit ihr der 
entstandene Aldehyd carboligatischer Verwendung unterliegt. Zieht man 
diese Tatsache in Betracht und den von Dirscherl in seinen Ausfiihrungen 
nicht geniigend beriicksichtigten Umstand, daB in den biologischen Carboli- 
gase-versuchen Acyloine von sehr hohem, anscheinend fast maximalem 
Drehungsvermégen auftreten, so muB man zu dem SchluB gelangen, dai 
chemische Modellversuche hier ebensowenig wie in iibrigen Fallen etwas 
gegen die Existenz eines Ferments besagen. DaB die biologische Produktion 
von Acyloinen enzymgebunden ist, steht auBer allem Zweifel: die optische 
Aktivitat spricht in hohem MaBe fiir eine Mitbeteiligung von Ferment. 
Ubrigens beruhen ja die angefiihrten chemischen Entstehungsweisen des 
Acetoins Phenylacetylearbinol ist auf einem vergleichbaren Wege tiber- 
haupt noch nicht im Modellversuch gewonnen — letzten Endes auf katalyti- 
schen Vorgangen. Es kommt also schlieBlich auf die Definition hinaus, 
wie man Enzym und trivialen Katalysator gegeneinander abgrenzen will. 
Da dies zur Zeit nicht fruchtbar ist, brauchen manche nicht tiberzeugende 
Austfithrungen Dirscherls nicht erértert zu werden. Angefiihrt sei immerhin, 
daB nach Harden und Norris! aus 8g stabilem Acetaldehyd 0,677 g 2, 3- 
Butylenglykol neben 1,25 g der ebenfalls zur 4-Kohlenstoffreihe gehoérenden 
Bernsteinsaure mittels B. lactis aerogenes aufgebaut werden. Die biochemisch 
bewiesene Wechselbeziehung zwischen Acetoin und seinem Glykol darf von 
niemandem auBer acht gelassen werden. C. Neubergq. 


! Proc. Roy. Soc. 84, 498, 1912. 














Uber die Ausfiihrung der Reaktion von Alduronsiuren 
mit Naphthoresorcin. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Der Nachweis von Uronsaure mit Naphthoresorcin hat in letzter 
Zeit gréBere Bedeutung erlangt; denn es mehren sich die Angaben, 
daB Glucuronsiure wie Galakturonséure, die seit langem bekannt 
sind, namentlich im Pflanzenreiche haufiger auftreten, als man friiher 
angenommen hatte. Weiter sind noch andere Carbonylséiuren in der 
Natur entdeckt. Erinnert sei nur an die Mannuronsaéure!, ferner an 
die von Di- und Polysacchariden sich ableitende Carbonylséiure? der 
Pflanzenschleime, Gummiarten und Bakterien, an die Uronsaéure aus 
Nebennieren und Kohl und an die Uronséurekomponente des Heparins 4. 
Jedem, der die Reaktion 6fter ausgefiihrt hat, muB8 ihr launischer 
Charakter auffallen. Der schon friih festgestellten Tatsache einer 
mangelnden Spezifitat® steht die Erfahrung gegeniiber, daB trotz un- 
zweifelhafter Anwesenheit von Uronsaure die Probe gar nicht selten 
versagt. Als Grund dafiir kommt in Betracht, einmal das Vorliegen 
der Uronséiure in hochmolekularer, schwer hydrolysierbarer Form 


1 W.L. Nelson u. L. H. Cretcher, Chem. Centralbl. 1929, II, 758 und 
besonders G. M. Bird u. P. Haas, Biochem. J. 25, 403, 1931. 

2 Siehe z. B. E. Schmidt u. F. Vocke, Ber. 59, 1585, 1926; L. H. Cretcher 
u. C. L. Butler, Chem. Centralbl. 1928, IT, 2566; W. F’. Goebel. ebendaselbst 
1928, II, 675: M. Heidelberger u. W. F. Goebel, ebendaselbst 1928, I], 676; 
Fr. Weinmann, Ber. 62, 1637, 1929; MW. Heidelberger u. F. BE. Kendall, 
Chem. Centralbl. 19380, I, 2542. 

3 A. Szent-Gyorgyi, Biochem. J. 22, 1387, 1928. 

4 W. H. Howell, Bull. of the John Hopkins Hosp. 42, 199, 1928. 

5 J. A. Mandel u. C. Neuberg, diese Zeitschr. 18. 148, 1908; A. Jolles, 
ebendaselbst 34, 243, 1911. 
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(Maskierung ihrer Carbonyl- bzw. Carboxylfunktion!) und dann die 
Anwesenheit anderer Substanzen, besonders aus der Kohlenhydrat- 
gruppe; denn diese reagieren in uncharakteristischer Weise* ebenfalls 
mit Naphthoresorcin, indem sie sich mit demselben zu grau-blauen 
Verbindungen vereinigen. Uronsaéure entgeht dem Nachweis, wenn 
das zugesetzte Reagens von Fremdstoffen mit Beschlag belegt wird®. 
Diese, beispielsweise fiir Diabetikerharne bestehenden Verwicklungen 
wurden dadurch iiberwunden, daB ein UberschuB des Reagens hin- 
zugefiigt wird’. Dabei gibt man zweckmaBig das Naphthoresorcin in 
fester Form zu, da bei Benutzung alkoholischer Lésungen® des Reagenzes 
nach Tollens neue Komplikationen auftreten kénnen. 


Zur Behebung der Schwierigkeiten, Uronsaure neben eigentlichen 
Zuckern nachzuweisen, sind noch weitere Vorschlage gemacht. So 
empfiehlt BE. Spaeth® fiir Diabetikerharne nach P. Mayer und C. Neuberg* 
eine Ausfillung der Glucuronséure — bei nativem Harn handelt es 
sich natiirlich um gepaarte Glucuronséiure -- als Bleisalz, wodurch 
eine gewisse Trennung von Kohlenhydraten erreicht wird’. Da man 
jedoch hierbei Bleiessig und zum Teil Ammoniak benutzt, ist nur 
eine partielle Absonderung der Uronsaure von begleitenden Zuckern 
durchfiihrbar, indem ja auch ein Teil der stérenden Stoffe durch das 
Fallungsmittel niedergeschlagen wird. Fiir gepaarte Glucuronsauren, 
wie sie im Urin vorkommen, ist die Schwierigkeit in einfacher Weise 


' Ein seltener Grund des Versagens kann sein, daB die phenolische 
Komponente einer gepaarten Glucuronsdure selbst als Farbstoffbildner 
fungiert; das kann, wenn zu wenig Naphthoresorcin zugefiigt ist, sich 
geltend machen bei der p-Kresolglucuronséure (C. Neuberg u. E. Kretschmer, 
diese Zeitschr. 36, 19, 1911) und, wie daselbst betont ist, bei der von 
M.v. Nencki u. M. Lesnik (Ber. 19, 1534, 1886) beschriebenen x- und /- 
Naphtholglucuronsaure. Die dabei auftretende, von den Autoren schon 
beobachtete Griinfarbung benutzt P. Thomas (H. 199, 11, 1931) direkt 
als eine Glucuronsdurereaktion. 

2 B. Tollens u. F. Rorive, B. 41, 1783, 1908. 

3 A. Jolles, Ber. d. Deutsch. pharm. Ges. 19, 477, 1909; C. Neuberg, 
diese Zeitschr. 24, 436, 1910; das gleiche fanden W. Stepp u. E. Diebschlag, 
Chem. Centralbl. 1921, [1], 192: H. Brulé, H.Garban u. A. Amer, eben- 
daselbst 1925. II, 1375; dahnliche Erfahrungen machten A.Ogata u. 
T. Yamauti (ebendaselbst 1929, IT, 1567) mit dem verwandten Reagenz 
Naphthoresorcin-carbonsaéure. 

4 C. Neuberg, Der Harn 1911, S. 435. 

5 Siehe z. B. C. Neuberg, diese Zeitschr. 24, 436, 1910. 

6 BE. Spaeth, Die chemische Untersuchung des Harns 1924, S. 250. 

7 P. Mayer u. C. Neuberg, H. 29, 256, 1900. 

§ Vel. dazu auch C. Tollens, Miinch. med. Wochenschr. 56, 654, 1909: 
A. Jolles, H. 81, 204, 1912: H. Roger, C. r. Soc. biol. 78, 714, 1915, die ahnliche 
Vorschlage gemacht haben. 
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von C. Neuberg und O. Schewket! dadurch umgangen, daB sie eine spezielle 
Ausschiittelungsmethode angegeben baben, mit der die Uronséure 
bereits in 10 cem Harn bequem nachgewiesen werden kann. O. Schewket* 
zeigte sodann, daB diese Form der Ausfiihrung auch mit Diabetikerharn 
zum Ziele fiihrt. In den Fallen, wo Glucuronsiure nicht in einer mit 
organischen Solvenzien ausschiittelbaren Verbindung zugegen ist, 
versagt natiirlich dieses Verfahren. Man kann dann zwei Wege fiir den 
Nachweis einschlagen. Liegt die Glucuronséure frei vor, oder ist sie 
durch Hydrolyse leicht zu erhalten, so bereitet man das Osazon, und 
dieses gibt auch noch die Naphthoresorcinreaktion, wie C. Newberg 
und S. Saneyoshi® festgestellt und praktisch benutzt haben. Man 
kann aber auch auf die vorherige Abscheidung als Osazon verzichten 
und die Probe einfach mit dem zu untersuchenden Material sowie 
hinreichend Naphthoresorcin vornehmen, wenn man das entstehende 
Gemisch der Naphthoresorcin-kondensationsprodukte mit einem ge- 
eigneten Mittel behandelt, das nur das Uronsdéure-produkt mit maBgeb- 
lichem Farbton herauslést. Als solche Solvenzien haben Neuberg und 
Saneyoshi® Benzol und Chloroform erkannt. Schon dieses einfache Vor- 
gehen bietet bei richtiger Ausfiihrung* Gewahr fiir den sicheren Nach- 
weis, sofern nicht allzuviel andere Kohlenhydrate vorhanden sind. 
B. Tollens, A. van der Haar und viele andere® haben sich dieser Arbeits 
weise mit bestem Erfolg bedient. Es war daher auffallend, daB F. Ehrlich 
zusammen mit F. Schubert® die Benzol-methode als weniger geeignet, 
wenigstens fiir den Nachweis von Galakturonsaure, bezeichnet hat. In 
Wirklichkeit erfolgt aber die Ausschiittelung des Naphthoresorcin- 
galakturonsaure-farbstoffs auch mit Benzol mindestens so leicht wie 
bei anderen Uronséuren. Der Grund fiir MiBerfolge bei Arbeiten nach 
den urspriinglichen Angaben von Tollens und die Ursache fiir die oft 
vorkommende Verkennung von Uronséuren iiberhaupt liegt in unzweck- 
mapiger Ausfiihrung der Probe. Durch zu lange Erhitzungsdauer und 
bei Anwendung zu starker Salzsaure (s. folgende Seite) geht namlich, 
wie wir bei langjahriger Beschaftigung mit dieser Reaktion gefunden 
haben, das eigentliche Uronsaurereaktions-produkt in ein Harz tiber, 


1 C,. Neuberg u. O. Schewket, diese Zeitschr. 44, 502, 1912. 
2 O. Schewket, ebendaselbst 55, 4, 1913. 

3-0, Neuberg u. S. Saneyoshi, ebendaselbst 36, 56, 1911. 
4 Siehe spater S. 440 bis 448. 


5 B. Tollens, Kurzes Handbuch der Kohlenhydrate S. 776. Leipzig, 
Barth, 1914: A. van der Haar, diese Zeitschr. S88, 206, 1918; Derselbe, Nach 
weis usw. der Monosaccharide und Aldehydsaéuren 8.57. Berlin, Born 
trager. 1920: siehe z. B. auch D. Chouchak, Chem. Centralbl. 1928, I, 2468: 
T. Takahashi u. T. Asai, Centralbl. f. Bakt. [II] 84, 193, 1931. 

6 F. Ehrlich u. F. Schubert, B. 62, 2018, 1929. 
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das den typischen Farbstoff nicht mehr enthalt oder nicht mehr 
abgibt. Dieses gilt tibrigens nicht nur fiir die Extraktion des charakte- 
ristischen Uronsaurefarbstoffs mit Benzol, sondern auch mit anderen 
Solvenzien. 

AuBer der langen Kochdauer ist fir die Erkennung der Uronséure 
eine zu hohe Salzsaure-konzentration schadlich. Empfohlen wurde 
von 8B. Tollens Zusatz des gleichen Volumens rauchender Salzséure 
zu der auf Uronsaéure zu priifenden Fliissigkeit, und diese Siuremenge 
behielt man ohne nahere Untersuchungen bei. Wir haben jetzt fest- 
gestellt, daB die gewohnliche verdiinnte Salzsiure (2n HCl) viel ge- 
eigneter ist. Bei gleichzeitiger Anwesenheit von Fructose (frei oder 
als Polysaccharid) erweist sich Schwefelsaiure von 50 Gewichtsprozent 
als noch besseres Kondensationsmittel. 

AuBer dem urspriinglich angewendeten Ather bewahren sich als 
Ausschiittelungsmittel fiir den Uronsaurefarbstoff, wie die vorliegende 
Untersuchung von neuem lehrt, Benzol und Chloroform; ferner sind 
Essigester und ‘Toluol gut brauchbar. Bei Chloroform und Toluol 
sowie Benzol kann man, wie schon vor 20 Jahren gefunden ist, eine 
Vertiefung meist nach der blauen Seite durch Zugabe von Essigsiure! 
nach oder vor erfolgter Ausschiittelung herbeifiihren, wihrend bekannt- 
lich ein reinerer Farbton bzw. eine blaue Nuance des Atherextrakts? 
durch Athylalkohol erzielt und automatisch erreicht wird, wenn man 
nach Tollens alter Vorschrift arbeitet. Bei Gegenwart von Naphtho- 
resorcin verbrauchenden Substanzen ist kennzeichnend fiir Uronsaure 
nur der ausgepragte Farbton des durch Ausschiitteln mit den an- 
gegebenen Solvenzien erhaltenen Auszugs. 

Verschiedene Lésungsmittel fiir den Uronsiure-Naphthoresorcin- 
farbstoff empfehlen wir deshalb, weil die Erfahrung lehrt, daB — zum 
Teil abhangig von begleitenden Fremdstoffen — Nuance und Farb- 
tiefe des violetten Farbstoffs ungleich sein kénnen (s. Tabelle 1). Im 
allgemeinen liefert Chloroform die leuchtendste Violettfarbung. 

Die im Spektroskop sichtbare verwaschene Bande liegt, soweit 
man ohne besondere Messungen beurteilen kann, tiberall in dem selben 
Spektralbereich. Das Spektralbild ist am deutlichsten beim Chloroform- 
oder Atherauszug ausgepragt. 

Bei dem haufigen Versagen der Probe, fiir das die Griinde voran- 
stehend dargelegt sind, ist bei negativem Ausfall eine Kontrollprobe 
unter Zusatz einer kleinen Menge notorisch sicherer Uronsaure uner- 
laBlich. Bleibt auch dann die Reaktion negativ, so kann der Grund 


' C. Neuberg u. S. Saneyoshi, diese Zeitschr. 36, 59, 1911. 
2 B. Tollens u. F. Rorive, a.a.O.: C. Tollens, H. 61, 110, 1909 und 
namentlich F. Ehrlich u. F. Schubert, a.a. O. 
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der St6rung in anwesenden Zuckern liegen, und man mu sie mit eine: 
Hefe vergaren, die fiir sich an die AuBenfliissigkeit kein Uronat abgibt 
(Blindversuch mit einer vergorenen Zuckerlésung!). Erst wenn dann 
die Uronsaéurereaktion wieder negativ ausfallt, jedoch auf Zugabe 
einer Spur? Uronat positiv wird, darf man auf Abwesenheit von freier 
Uronséure schlieBen. 

Wer die Miihe scheut, sich reine Glucuronsaure, etwa nach dem 
Verfahren von C. Neuberg und 8S. Lachmann®, oder reine Galakturon- 
siure nach der Methode von F. Ehrlich und F. Schubert (a.a.O.) zu 
bereiten, kann sich ein Testmaterial bequem auf folgende Weise ver- 
schaffen: Von California Fruit Growers Exchange, Ontario, Cal., 
U.S. A., wird ,,Citrus-Pektin“ in ausgezeichneter Qualitat seit lingerer 
Zeit in den Handel gebracht*. Aus diesem kann man nach dem Schnell- 
verfahren von K. P. Link und A. D. Dickson® direkt galakturonsaures 
Salz gewinnen. Das sofort erhaltliche Bariumsalz ist bereits sehr rein 
und fiir diesen Zweck vollkommen geeignet. 

Wer dieses amerikanische Pektin nicht besitzt, kann sich noch 
einfacher auf folgende Weise ein brauchbares Material darstellen: 


Man wirft Apfelsinenschalen in Alkohol, der atherisches Ol und Farbstoff 
auszieht. Das durch den Weingeist entwiasserte Material wird nach einigem 
Stehen abfiltriert und an der Luft getrocknet. Es laBt sich leicht durch 
einen Fleischwolf oder eine Mihle zerkleinern. 20g des lufttrockenen 
Pulvers werden mit ] Liter 2,5°,iger Schwefelséure 23 Stunden am Riick- 
fluBkiihler gekocht. Man neutralisiert dann mit Bariumcarbonat, filtriert 
und entfarbt durch Knochenkohle. was auBerordentlich leicht gelingt. 
Die wasserklare Lésung des Bariumsalzes wird eingedampft und mit Alkohol 
niedergeschlagen. Das erhaltene Bariumsalz wird abgesaugt oder abzentri- 
fugiert, im Exsikkator getrocknet, in Wasser gelést und nach eventueller 
Filtration abermals mit Alkohol gefallt. Man erhalt ein rein-weiBes Pulver 
(etwa 2g), das auf das intensivste die Uronséure-reaktion gibt. Aus 20 ¢ 
Apfelsinenschalen kann man sich so, d.h. ohne vorherige Isolierung der 
Pektinsiure oder deren intermediaérer Abbauprodukte. einen Test fiir 
einige Tausend Uronséurereaktionen bereiten. 

Diese Vorschrift hat Herr Dr. Joseph Burkard ausgearbeitet, dem wir 
fiir die Uberlassung des Materials verpflichtet sind. 


1 Vgl. hierzu C. Neuberg, Der Harn 8S. 329. Berlin 1911. 

> Zu 4ecm Lésung und 0,1 g Naphthoresorcin entweder 0,2 mg reine 
Galakturonséure oder 0,4 mg galakturonsaures Barium aus Citrus-Pektin 
(siehe oben) bzw. 0,6 mg rohes Barium-galakturonat aus Apfelsinenschalen 
(siehe oben). 

3 C,. Neuberg u. S. Lachmann, diese Zeitschr. 24, 416, 1910. 

4 Wir danken der genannten Gesellschaft fiir das Pektin, das sie uns 
fiir diese Zwecke vor einigen Jahren zur Verfiigung gestellt hat ; itiber seinen 
Gehalt an Galakturonsiéure siehe F. Ehrlich in F. Ullmanns Enzyklopidie 
d. techn. Chemie 8, 309, 1931. 

5 K. P. Link u. A. D. Dickson, J. of biol. Chem. 86, 491, 1930. 
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I. Ausfiihrung der Reaktion mit reiner Substanz. 


1. 3cem 0,1°% ige Galakturonsdure-lésung! und 3 cem konz. Salz- 
sure werden mit 0,1 g Naphthoresorein gut durchgeschiittelt und unter 
zeitweiligem kraftigen Bewegen 2 Minuten im siedenden Wasserbad 
erhitzt, wobei ein graublauer, flockiger Niederschlag ausfallt. Danach 
verteilt man das Reaktionsgemisch auf fiinf Reagensglaser und fiigt 
zu jeder Probe je 1 bis 2cem folgender Lésungsmittel: Ather, Essig- 
ester, Benzol, Toluol, Chloroform. Bei kraftigem Schiitteln geht ein 
leuchtend violetter Farbstoff in die organischen Solvenzien tiber. Wenn 
die mit Benzol, Toluol und Chloroform versetzten Proben sich nicht 
sofort intensiv farben, muB einige Sekunden im siedenden Wasserbad 
erwarmt werden. Sind die Fairbungen zu kraftig, so wird noch etwas 
mehr des betreffenden Lésungsmittels hinzugegeben. 

2. Die Fairbungen sind noch schéner und leuchtender, wenn statt 
der konz. Salzsiure verdiinnte (etwa 2n HCl) verwendet wird. Man 
mischt dann 3cem 0,1°,ige Galakturonséurelésung, 3ccm 2n HC! 
und 0,1 g Naphthoresorcin und erwarmt unter 6fterem Umschiitteln 
5 Minuten im siedenden Wasserbad, da in Gegenwart der verdiinnten 
Saure der graublaue Niederschlag langsamer gebildet wird. Er ist 
feinflockiger als bei Anstellung der Reaktion mit konz. Salzséiure und 
geht in Benzol, Toluol und Chloroform leicht und zumeist ohne An- 
wirmen iber. 

3. Ebenso schéne und typische Farbungen erhalt man, wenn man 
statt der verdiinnten Salzsiure 50°, ige Schwefelsiure benutzt. Man 
belaBt z. B. ein Gemisch von 3 cem 0,1°,iger Galakturonsaure, 3 com 
50° iger Schwefelsiure und 0,1 g Naphthoresorcin 1'/, bis 2 Minuten 
im siedenden Wasserbad und schiittelt in der vorher angegebenen 
Weise aus. Auch hier geht der leuchtend blauviolette Farbstoff in 
alle angegebenen Solvenzien ohne Erwarmen iiber. 

Wird die Naphthoresorcin-reaktion mit Glucuronsdure angestellt. 
so haben die Fairbungen bei Ausfiihrung nach 1. das gleiche Aussehen 
wie mit Galakturonséure; bei Anstellung nach 2. ist der Essigester- 
extrakt manchmal etwas réter, die anderen Farbungen sind aber typisch 
leuchtend blauviolett; nach 3. ist die atherische Ausschiittelung etwas 
rotstichiger. 

Diese Versuche zeigen, daB verdiinnte Salzsiure und 50° jige Schwefel- 
siure besser geeignet sind als konzentrierte Salzsaure. Die Verwendung 
der Schwefelsaure bietet im tibrigen den Vorteil fiir klinische Labora- 


1 DaB Galakturonséure die typische Naphthoresorcin-reaktion (und 
die eigentlichen Pentosen-reaktionen als Carboxy-arabinose) gibt, war fin 
die optisch inaktive Form der Saure, friiher Aldehydschleimsaure genannt. 
1908 klar bewiesen. (J. A. Mandel u. C. Neuberg, a. a. O.; vgl. auch C. 
Neuberg, H. 31, 564, 1900/01; diese Zeitschr. 9, 555, 1908.) 
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torien, daB die Reaktion nicht unter einem Abzug ausgefiihrt zu werden 
braucht, weil die Belastigung durch Salzsiuredimpfe fortfallt. 

Bei sehr geringen Mengen Uronsaéure (0,1 bis 0.2 mg in 4 ccm 
Lésung) tritt beim Erhitzen mit Naphthoresorcin und Saéure der sonst 
zu beobachtende graublaue Niederschlag nicht auf, das Gemisch farbt 
sich nur braéunlich oder griinlich. Der Uronséurenachweis ist dann am 
empfindlichsten bei Verwendung von Schwefelsiure als kondensierendem 
Agens und von Benzol, Toluol oder Chloroform als Ausschiittelungs- 
mittel; Ather und Essigester werden bei sehr geringen Mengen Uron- 
saure (0,1 mg in 4cem Lésung) oft rétlich statt violett gefarbt. Benutzt 
man in solchen Fallen statt Schwefelsiure Salzsiure, so sind die 
Farbungen meist nicht so leuchtend und typisch; auBerdem verblassen 
sie, treten aber bei Erwarmen wieder auf. 


Il. Ausfiihrung der Reaktion bei Gegenwart verschiedener Zucker. 

Zucker reagieren ebenfalls mit Naphthoresorcin und st6ren dadurch 
die Uronsiureprobe (s. 8. 436). Besonder- hinderlich ist die Gegenwart 
von Fructose (frei oder als Polysaccharid); ihre Anwesenheit bewirkt 
schon in viel geringerer Konzentration einen negativen Ausfall der 
Uronsaurereaktion als die von Aldosen. Versuche, die zur Bestimmung 
der Mengen verschiedener Zucker dienten, bei deren Vorhandensein 
die Reaktion noch positiv ausfiel, sind in der folgenden Tabelle zu- 
sammengestellt. 

Aus den Angaben der Tabelle I geht hervor, daB konzentrierte 
Salzsiure bei Ausfiihrung der Uronsaéure-reaktion in stark zucker- 
haltigen Lésungen unbrauchbar ist. 50° ,ige Schwefelsaure wendet 
man am besten an, wenn die zu untersucheride Lésung Fructose bzw. 
Xohrzucker enthalt, und verdiinnte Salzsaure hat sich in allen anderen 
untersuchten Fiillen als bester Saurezusatz erwiesen!. In Gegenwart 
von Fructose tritt bei Erhitzen der Reaktionsgemische im Wasserbade 
anfangs eine rote Firbung auf, die aber bald verschwindet oder zum 
mindesten durch den langsamer sich bildenden typischen graublauen 
Niederschlag tiberdeckt wird. 

Die in Chloroform iibergehende Farbung ist zuweilen rotviolett 
(Jodfarbe), wird dann aber meist durch Zusatz einiger Tropfen Essig- 
siiure schén leuchtend blauviolett?. 


' Konzentrierte Mineralsiure (namentlich HCl) begiinstigt offenbar 
den Ubergang der Fructose in das farbstoffbildende @-Oxymethyltfurfurol. 
Vel. hierzu C. Newberg, H. 31, 572. 1901; W. A. van Ekenstein u. J.J. 
Blanksma, Chem. Centralbl. 1909, T, 1509; 7. Ville u. EB. Derrien, ebendaselbst 
1909, II, 1699. 

2 Bei sehr kleinen Mengen kann die Reaktion, wie dies auch fiir die 
Orcinprobe gilt (Neuberg u. Schewket, a.a.QO.) erst nach langerem Stehen 
typisch positiv werden. 
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Zusammensetzung der Reaktionsgemische 
Ver 
Nr. g | 
Naphtho- 0,1 ® oige Zuckerlisung Saure we 
resorcin Uronséurelosung - 
45cem 50 °Lige 3 
, | Je 15cem 40% ige H, SO, , 
Je 3cem | Glucoselosung 
3 Galakturon- 45ceem 2n HCl 1 
saurelosung 
, { leem 15°, ige 4 com ‘ 
3 \ Glucoselosung konzentrierte HC] . 
4 4.5cem 59 %ige 
| Je 1.5cem 40° ige H,S0, 
Je 3cem | Glucoselosung 
5 Glucuron- 45cem 2n HC! l 
saurelosung 
: | leem 15 %ige 4 cem 
6 ‘ . . l 
Glucoselosung konzentrierte HC] 
= 4.5eem 50 °cige 
. | Je 1.5ceem 40° ige H, SO, , 
Je 3cem | Galaktoselosung 
8 Galakturon- 4.5eem 2n HC! 1 
saurelosung 
9 | leem 40 °ige 4 ccm 
’ | Galaktoselosung konzentrierte HC] 
Je 
10 Ol g { O75cem 40% ige 3.75 eem 50 %ige ; 
| Galaktoselésung Hy 50,4 
Je 3cem - eiies 
11 Glucuron- oe 40 Hoize 4.5ceem 2n HCl 1 
; ralaktoselésung 
siurelosung 
12 | 15ecem 15 %ige 4.5 ccm { 
= | Galaktoselosung konzentrierte HCl 
3 45eem 59 %ige 1: 
A HS O04 
Je 3 ecm 
14 Galakturon- 45eem 2n HC! 1 
saurelosung 
ih 4.5 eem 1 
’ Je 1.5eem 40%ige konzentrierte HCl 
; Mannoselosung E5.com 50% ,ice ; 
1b H,S 0,4 
Je 3 ccm 
17 Gluecuron- 45eem 2n HCl 1: 
saurelésung 
: 4.5 eem , 
18 konzentrierte HC] 
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Farbung der Ausschiittelung mit 


Ather Essigeste! Benzol Poluol Chloroforn 





rotviolett blauviolett 





kraftig leuchtend blauviolett 





keine typische Farbung 





kraftig violett hell violett, aber typisch 





keine typische Farbung 





minimale Violettfarbung keine typische Farbung 


hellviolett dunkelrot hell-blauviolett, typisch 





keine typische Farbung 








hellviolett nur sehr minimale Farbunge 
typisch hellviolett minimale Farbung hellviolett 





keine typische Farbung 





dunkelrot hell-blauviolett, typisch 


leuchtend kraftig vioiett 





keine typische Farbung 





hellviolett dunkelrot sehr hell violett, aber typisch 


hell-blauviolett, typisch 





keine typische Farbung 
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40 
41 
42 
43 
44 


Naphtho- 


resorcin 


Je 


Ol g 





Zusammensetzuug der Reaktionsgemische 


01° gige 


Uronséurelosung 


Je 3cem 
Galakturon- 
siurelosung 


Je 3eem 
Glucuron- 
siurelosung 








Je 3 cem 
Galakturon- 
siurelosung 


Je 3cem 
Glucuron- 
saurel sung 


Je 3cem 
Galakturon- 
saurelosung 


Je 3cem 
Glucuron- 
siurelosung 


Zuckerlosung 
| Je leem 15°, ige 


| Fructoselésung 


Je O8ecem 15 %ige 
Fructoselosung 





06cem 15 %ige 
Fructoselésung 


l,. 15ecem 15 °vige 
| Xyloselosung 


15cem 40°, ige 
X yloselésung 


ls, 15cem 15 %ige 
X yloselésung 


ee, 


15ccem 40 %ige 
Xyk sek sung 





Je 2.0cem 15 %ige 
| Arabinoselosung 


15cem 40 %ige 
Arabinoselosung 


bse 2,.0cem 15 %ige 
| Arabinoselosung 


Baas 0/ ive 
1,5 ccm 40 “ig 
Arabinoselosung 


saure 


4eem 50° ige 
HSO, 


4eem 2n HCl 
4c¢em konz. HC] 


3.8 ecm 50°, ige 
HySO, 


3.8cem 2n HCl 
3,8 cem konz. HCl 


3.8 cem 59%ige 
HyS Og 


3.8 eem 2n HCl 
3.8 cem konz. HCl 
8.6 ecem 50% ige 
HySO, 
4.5ccm 50% ige 
HySO,4 
45cecem 2n HCl 
4,.5ceem konz. HCl 
45cem 2n HCl 


45cem 50°, ige 
Hy SO, 


45eem 2n HCl 
4,5eem konz. HCl 
4,5ceem 2n HCl 
5eem 50% ige 
H,SO, 
5eem 2n HC] 
5eem konz. HCl 
4,5ecm 2n HC! 


5eem 50% ige 
HySO, 


5eem 2n HCl 
5eem konz. HCl 


4.5¢em 2n HCl 


1 


1 


l 


l 
1 


l 








to 
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I (ther Essigester Benzol Toluol Chloroform 
_ sehr hell 
rot braun fast farblos ; — 
violett 
keine typische Reaktion 
z keine typische Reaktion 
) dunkelrot violett kraftig violett 
5 keine typische Reaktion 
2 keine typische Reaktion 
2 keine typische Reaktion 
5 keine typische Reaktion 
2 keine typische Reaktion 
2 dunkelrot sehr hell violett kraftig violett 
2 hellviolett rosa hell violett 
5 kraftig leuchtend violett 
2 keine typische Reaktion 
5 typisch leuchtend violett, aber hell 
2 hellviolett rosa hell violett 
5 kraftig leuchtend violett 
2 keine typische Reaktion 
5 typisch leuchtend violett, aber hell 
2 kraftig violett rotviolett hell violett 
5 kraftig leuchtend violett 
2 keine typische Farbung 
5 rotviolett leuchtend blauyviolett 
9 all 7 
é violett fast ungefarbt 
5 violett rotviolett hell blauviolett 
2 keine typische Farbung 





5 rosa hell blauviolett, typisch 
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Nr. 


48 
49 


50 





Naphtho- 
resorcin 


| 
| 





Zusammensetzung der Reaktionsgemische 


0.1 °/,ige 
Uronsdéurelésung 


Je 3 ecm 
Galakturon- 
siurelosung 


Je 3eem 
Glucuron- 
saurelosung 


Je 3ceem 
Galakturon- 
siurelosung 


Je 3eem 
Glucuron- 
saurelosung 


Je 3cem 
Galakturon- 
saurelOsung 


Je 3ceem 
Glucuron- 
saurelosung 


Zuckerlisung 


Je 1.5cecem 40° sige 
i 
j Maltoselosung 


2eem 15° ige 
Maltoselosung 


| Je 15cem 40 %ige 
{ Maltoselbsung 


2eem 15°. ige 
Maltoselésung 


Je 15cem 40 %ige 
Milchzuckerlésung 





Je leem 15 °,ige 
Rohrzuckerlosung 





| Je O08eem 15%, ige 
{ Rohrzuckerlosung 


45 ceem 50”, 


4.5 cem 


saure 


HySO,4 


4.5ceem 2n HCl 


5eem konz. HCl 


4.5eem 50°, ige 


HySO, 


45ceem 2n HCl 


5eem konz. HC] 


H,S 0, 


4.5 ecm 2n HCl 
4.5ceem konz. HC! 


45eem 50° ige 


H,SO, 


45 eem 2n HCl 


4.5 eem konz. HCl 


4cem 50° ige 
Hy S80, 


4ecm 2n HC] 


4cem konz. HCl 


4eem 40° ige 
HyS0O, 


4ceem 2n HC] 


o 
4eem konz. HCl 


3,8cem 50° ige 


HySO, 


3.8 cem 2n HCl 


ige 


50° ige 


1 


l 


1 





bo 





to 


bho 
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be tsetzung). 
a 
f " Farbung der Ausschiittelung mit 
Ver} ‘ g 
gz i len 
ZU ¢ ssel Ather Essigester Benzol Toluol Chioroforn 
2 typische Violettfarbung 
2 5) leuchtend violett 
; keine typische Farbung 
heil violett 
] ) 
. leuchtend ; 
ee. 5 dunkelrot leuchtend violett 
violett 
1:1 2 keine typische Farbung 
1:2 2 blauviolett rotviolett blauviolett 
1:2 5 leuchtend blauviolett 
32 2 keine typische Farbung 
1 : 2 2 kraftig violetr hell violett 
1 : 2 5 dunkelrot leuchtend blauviolett 
1:2 2 keine typische Farbung 
1:5 2 keine typische Anderung tvpisch violett 
1:5 5 keine typische Farbung 
1:5 2 keine typische Farbung 
- kaum typisch kaum 
1: 5 2 dunkelrot : yp 
gefarbt violett gefarbt 
1:6 5 keine typische Farbung 
1: 50) 2 keine typische Farbung 
1:4 2 keine typische Farbung Violettfarbung 








keine typische Farbung 
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II. Nachweis in Naturprodukten. 

Wider Erwarten zeigt sich, daB die Erhitzungsdauer, die fiir div 
beschriebene Anstellung der Probe bei einfachen Glucuronsaure- 
verbindungen optimal ist, oft nicht ausreicht; offenbar geht nicht 
so viel Uronsaure aus ihren hochmolekularen Vorstufen in Lésung, dai 
die Farbreaktion positiv ausfallt. Eine Ausdehnung der Erhitzungszeit 
in Gegenwart von Naphthoresorcin ist nicht anzuraten, weil, wie vorhe: 
dargelegt ist, die Verharzung sich dabei sehr stérend geltend macht 
Hydrolysiert man aber ein solches Naturprodukt (Apfelsinenschalen, 
Tabak, Tabakpektin, amerikanisches Citrus-Pektin) zuvor durch etwa 
zweistiindiges Kochen mit mn Schwefelsiure — feuchte Produkte mit 
der l0fachen, trockene Substanzen mit der 50fachen Menge — und 
filtriert, so gibt das Filtrat selbst ohne Entfairbung dann die Naphtho- 
resorcin-reaktion auf typische Art. Versuche mit solchen Hydrolysaten 
sind in Tabelle IL zusammengestellt. 

Fiir den Nachweis der Uronsaéure im Harn ist, wie bereits erwahnt, 
eine besondere Hydrolyse nicht erforderlich ; die Spaltung der gepaarten 
Glucuronséuren tritt durch die bei der Reaktion angewendete Saure 
ohne weiteres ein. Dieses kann auch bei pflanzlichen Materialien der 
Fall sein, wenn konzentrierte Saure benutzt wird; allerdings hat ihre 
Heranziehung leicht die zuvor (8.437 und 438) erwahnten Nachteile 
zur Folge. 

Mit 3ccm normalem Harn (von Mannern oder Frauen) erhalt man 
nach den beschriebenen Modifikationen (Anwendung verdiinnter Salz- 
saure oder 50° ,iger Schwefelsdiure) soviel Farbstoff, daB man alle fiinf 
genannten Extraktionsmittel anwenden kann. Bei den so mit etwa 
je leem Reaktionsgemisch ausgefiihrten Proben zeigt wieder der Chloro- 
formauszug den reinsten Farbton. Am besten bewahrt sich hier die 
Ausfiihrungsform mit Schwefelsaure. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird empfohlen, die Naphthoresorcin-reaktion — statt wie 
bisher mit konz. Salzsiure — mit 2n Salzsiure oder mit 50° iger 


Schwefelsiure auszufiihren. Bei diesem Vorgehen und namentlich 
beim Erhitzen im Wasserbad (Dauer s. 8. 440 und Tabellen) wird die 
Abscheidung des Farbstoffs in harzigen Klumpen vermieden. Er 
tritt vielmehr, wenn die Reaktion gut verlaufen ist, in frei schwebenden 
Flocken auf, die leicht mit den vorgeschlagenen organischen Solvenzien 
ausgeschiittelt werden kénnen. 

2. Da gleichzeitig vorhandene Zucker die Reaktion stéren kénnen, 
wende man in diesen Fallen grundsatzlich nur verdiinnte Salzsaure oder 


50° ,ige Schwefelsaure an, und verfahre nach der im experimentellen Teil, 


Tabelle I, angegebenen Vorschrift. Bei dieser Ausfiihrungsform stéren 
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gleichzeitig anwesende Zucker nicht, wenn ihre absoluten Mengen- 
verhaltnisse folgende sind: Von Glucose, Galaktose, Mannose, Xylose. 
Arabinose, Maltose und Milchzucker kénnen 200 Teile auf 1 Teil Uron- 
saure entfallen, von Fructose 40 Teile auf 1 Teil Galakturonséure bzw 
30 Teile auf 1 Teil Glucuronsdure und von Rohrzucker 50 Teile auf 
1 Teil Uronsaure. 

3. Wahrend bekanntlich die einfachen gepaarten Glucuronsauren, 
wie sie im Harn vorkommen, bei Anstellung der Reaktion durch die 
verwendete Saure in hinreichendem Mabe gespalten werden, trifft 
dies nicht fiir alle hochmolekularen Uronséurederivate zu. Fiir diese 
ist eine vorherige Hydrolyse durch n Schwefelséure einzuschalten 
(s. 8. 448). Mit der filtrierten Lésung fallt die Reaktion dann positiv aus. 

4. In praxi kann auf Abwesenheit von Uronsaéure in zuckerhaltigem 
Material geschlossen werden, wenn im Falle des Vorliegens garfahige: 
Kohlenhydrate eine vergorene Lésung eine negative Naphthoresorcin- 
reaktion gibt und die Probe nach Zufiigung einer Spur Uronat positiy 


wird. 

5. Die Ausschiittelung des Farbstoffs erfolgt, wenn die vor- 
geschriebene Erhitzungsdauer innegehalten wird, mit Ather, Essigester, 
Benzol, Toluol, oder Chloroform. ZweckmabBig teilt man die zu unter- 
suchende Probe in fiinf Portionen und nimmt die Ausschiittelung mit 
den fiinf genannten Solvenzien vor. 




















Uber den Mechanismus des Abbaus von Zucker 
durch das Termobakterium mobile Lindner. 


Von 
Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Seit langem weiB man, daB beim bakteriellen Abbau des Zuckers 
gelegentlich Athylalkohol auftritt. Es handelt sich in diesen Fallen 
um komplexe Zerfallserscheinungen. Beispielsweise ist fiir die Kohlen- 
hydratzersetzung, die B.coli und B. lactis aerogenes herbeifiihren, 
bekannt, daB durch eine gemischte Garung vorwiegend Milchsaéure 
und andere Saéuren erhalten werden und daB gleichzeitig Weingeist 
durch Dismutation intermediair erzeugten und abfangbaren Acet- 
aldehyds! entsteht. Auf eine solche Bildungsweise des Alkohols kann 
man aus der Fahigkeit der genannten Mikroben schlieBen, zugefiigten 
Acetaldehyd zu dismutieren? und neben Athylalkohol Essigsdéure zu 
liefern, die auch bei der Einwirkung der genannten Mikrobe auf Zucker 
selbst neben dem Weingeist vorhanden ist. Nur fiir eine einzige 
Bakterienspezies, nimlich fiir Essigbakterien, ist neuerdings der Beweis 
erbracht®, daB sie auch eine wahre alkoholische Zuckerspaltung aus- 
lésen. Greifen namlich Essigbakterien unter anaeroben Bedingungen 
(in einer Kohlenséure- oder Stickstoffatmosphare) Zymohexosen an, 
so erzielt man iiberraschenderweise den Zerfall des Zuckers nach der 
normalen Garungsgleichung, ganz wie mittels Hefe. Diese Beobachtung 
lehrt, daB in Mikroben das komplette zymatische System vorgebildet 
sein kann: bei den Erregern der Essiggarung kommt dasselbe jedoch 
normalerweise nicht zur Geltung, sondern nur unter besonderen Ver- 
haltnissen. Eine Entdeckung von erheblichem Interesse verdankt 


e ¢). Ne uberq u. F. F. Nord, diese Zeitschr. 96, 133, 1919. 

2 OC. Neuberg u. F. Windisch. ebendaselbst 166, 473 u. ff.. 1925. 

3 C, Neuberg u. E. Simon, ebendaselbst 197, 259, 1928; 199, 232, 1928; 
224, 253, 1930. 
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man Paul Lindner}, der aus dem Safte der Agaven ein Alkohol bildendes 
Bakterium zu isolieren vermochte. A.J. Kluyver und W. J. Hoppen- 
brouwers® haben sodann festgestellt, daB dieses Lindner-Bakterium 
aquimolekulare Mengen Kohlendioxyd und Weingeist liefert. Als 
Nebenprodukt, im Durchschnitt zu 6,5°%, entsteht Milchséure, wahrend 
der Zucker im ganzen zu rund 95°, vergoren wird. Die Befunde der 
beiden hollandischen Mikrobiologen und Lindners zeigen, daB ein wie 
Hefenpilze arbeitendes Bakterium in der Natur tatig ist. Wir wollten 
uns dariber orientieren, ob auch fiir diesen besonderen Fall der 
alkoholischen Zuckerspaltung das Schema Beriicksichtigung verdient, 
das durch den einen von uns aufgestellt und jetzt in den wesentlichen 
Punkten bewiesen ist. 

Zu diesem Zwecke haben wir zunachst untersucht, ob grundsatzliche 
Stoffwechselleistungen der Hefe sich bei dem genannten eigentiimlichen 
Termobakterium mobile Lindner nachweisen lassen. 

Wir haben deshalb die Einwirkung des Bakteriums auf Zucker, 
insbesondere Glucose, auf Fructose-di-phosphorsiure und Glucose- 
6-mono-phosphorséure sowie auf Brenztraubenséiure gepriift. Ver- 
wendet wurden in Massenziichtung gewonnene frische Bakterien, 
‘Trockenbakterien sowie Alkohol-Ather-Trocken-praparate. 

Die bisher erzielten Ergebnisse waren folgende: 

Brenztraubensdure wird carboxylatisch gespalten. Unter den inne- 
gehaltenen Versuchsbedingungen wurden mindestens 60°, zu Acet- 
aldehyd und Kohlendioxyd zerlegt, und zwar sowohl durch die frischen 
Bakterien als durch ihr Alkohol-Ather-Trocken-praparat. 

Im Abfangversuch, ausgefiihrt unter Anwendung von Calcium- 
sulfit, wird bei Einwirkung des lebenden Bakteriums auf Glucose 
Acetaldehyd in reichlicher Quantitaét, 24,4°, der Theorie, erhalten. 

Bei Einwirkung von getrockneten Bakterien auf Zucker in Gegen- 
wart von Phosphat sowie Toluol erfolgt Phosphorylierung. 

Ferner fanden wir, daB Hexose-di-phosphat von dem Bakterium 
(Alkohol-Ather-Praparat) unter Phosphorséure-abspaltung zerlegt wird 
(Phosphatase). Gleichzeitig beginnt Girung. Mit frischen Bakterien 
tritt genau wie mit Hefe die Garung schwerer ein. 

Glucose-6-mono-phosphorsaure-ester wird durch frische Bakterien 
unter Dephosphorylierung vergoren. 


1 P. Lindner, Paul-Funke-Festschr. 1929, 8.53; Zeitschr. d. Ver. d. 
deutsch. Zuckerind. 81, 25, 1931. 

2 A.J. Kluyver u. W.J. Hoppenbrouwers, Arch. f. Microbiol. 2, 245, 
1931. 
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Traubenzacker wird durch ein Alkohol-Ather-Praparat des Termo- 
bakterium mobile nicht mehr vergoren, wohl aber tritt alkoholische 
Zuckerspaltung ein, wenn man Co-Zymase (aus Hefe) hinzufiigt. Es 
hat den Anschein, als ob bei der Bereitung der Alkohol-Ather-Praparate 
das Co-Ferment entfernt oder unwirksam wird?. 

Welche weiteren Partialleistungen der Hefe fiir das Bakterium 
nachzuweisen sind, muB weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. 


|Das Bakterien-material. 

Als Nahrmedium fiir die Bakterien diente geklarte gehopfte Wiirze 
von 6° Blig., zu der 3°, Rohrzucker gefiigt waren. Zur Beimpfung von 
je 5 Litern sterilisierter Nahrfliissigkeit wurden 100ccm einer Bakterien- 
suspension benutzt, die durch Abschwemmung einer Flaschenkultur?* 
(1 bis 2 Tage bei 30° herangewachsen) erhalten war’. Die Massen- 
kulturen wurden durch dreitagige Ziichtungen bei 30° gewonnen. Sodann 
wurde steril zentrifugiert und mit keimfreiem Leitungswasser bis zur Ent- 
fernung des Zuckers gewaschen. Es wurden stets 30 bis 38 Liter gezuckerte 
Bierwiirze fiir eine Massenziichtung verwendet. Ausbeute 16 bis 20g 
Bakterien-Trockensubstanz. 

Die so erhaltenen Bakterien wurden teils frisch benutzt, teils durch 
Aufstreichen auf sterilen Ton und Trocknen im Vakuum-Exsikkator iiber 
Chlorealeium entwiassert, oder durch Verreiben mit einem Gemisch von 
3 Teilen Alkohol und 1 Teil Ather in ein Alkohol-Ather-Trocken-praparat 
verwandelt. 

I. Vergirung der Brenztraubensiure ’, 
a) Mit frischen Bakterien. 

1. In einem Gemisch von 5cem m-Brenztraubenséure-lésung, 5 cem 
m-Dinatriumsulfit-lésung, 5ccem Acetatpuffer und 30 cem Wasser wurden 
15 g frische und feuchte Bakterien suspendiert. 

2. Als Vergleichsversuch wurden 7,5 g Bakterien in 22,5 ccm Wasser 
verteilt. 

Von beiden Ansaétzen wurden zur Bestimmung sich entwickelnder 
Kohlensaéure je 10,0 cem in Eudiometer eingefiillt. Versuchstemperatur 37°. 

In dem brenztraubensaéurehaltigen Versuch begann die Garung schon 
nach sehr kurzer Zeit und war nach 48 Stunden beendet. 

In dem Vergleichsversuch trat kein Kohlendioxyd auf. 

Nach 48 Stunden waren aus 10,0cem Versuchslésung 1 12,5 cein 
CO, (17° und 768mm) gebildet worden. Diese Menge entspricht 23,5 mg 
CO, in 10,0 cem Urlésung bzw. 141 mg CO, fiir 60 cem Urlésung (den 


1 Vgl. hierzu besonders C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 207, 
235, 1929; 210, 466, 1929; B. 63, 1986, 1930. 

2 Herrn Prof. Dr. Paul Lindner fiihlen wir uns fiir die entgegen- 
kommende Uberlassung einer Stammkultur der neuen Mikrobe zu groBem 
Danke verpflichtet. 


3 Die Flaschenkultur war auf Wiirze-Agar gezogen; sie wurde mit 
der erwahnten sterilen Nahrfliissigkeit abgeschwemmt. 
4 Anordnung nach C. Neuberg u. E. Reinfurth, B. 58, 1051, 1920. 
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ganzen Ansatz). Da aus den verwendeten 440 mg Brenztraubensaure 220 mg 
CO, hervorgehen kénnten, betrug die Ausbeute 64°, der Theorie. 

Gleichzeitig wurde in einem aliquoten Teil der Versuchslésungen det 
entstandene Acetaldehyd bestimmt. Zu diesem Zwecke wurden 30 cem 
des Garguts mit 2,5 cem m-Natriumcarbonatlésung nebst 5 cem m-Barium- 
chloridlésung unter Kiihlung versetzt, auf 50 ccm aufgefiillt und im Eis- 
schrank filtriert; 16,7 ccm des Filtrats (entsprechend 10,0 cem Urlésung) 
wurden tiber Calciumcarbonat mit Wasserdampf destilliert. In 150 cem 
aufgefangenem Destillat wurde der Acetaldehyd durch Titration mit 
Hydroxylamin-sulfat bestimmt. Aus 10 cem Urlésung waren 22 mg Acet- 
aldehyd gebildet worden. Danach waren im ganzen Ansatz (60 cem) 132 mg 
Aldehyd entstanden. Die Ausbeute belief sich also auf 60°, der Theorie. 

Der Nachweis, daB wirklich Acetaldehyd vorlag, erfolgte durch die 
Farbreaktion mit Nitroprussidnatrium-Piperidin sowie durch Fallung als 
2, 4-Di-nitrophenylhydrazon vom Schmelzpunkt 164 bis 165°, der auch 
im Gemisch mit dem authentischen Derivat sich nicht verdnderte. 


b) Vergdrung von Brenztraubensdéure mit dem Alkohol-Ather-Préparat von 
Termobakterien. 


2,5cem m-Brenztraubensdure, 2,5 ecem  m-Dinatriumsulfit-lé6sung, 
2,5cem Acetatpuffer und 12,5cem Wasser wurden mit einer Suspension 
von 5g Alkohol-Ather-Trocken-priparat in 30 cem Wasser unter Eiskiihlung 
gemengt und mit 0,5 cem Toluol versetzt. 10,0 cem des Versuchsgemisches 
wurden zur Bestimmung von Kohlendioxyd sofort in ein Eudiometer 
iibergefiihrt. 

Zum Vergleich wurden auch hier wieder 2,5 g Alkohol-Ather-Trocken- 
praparat in 25cecm Wasser verteilt und mit 0,25cem Toluol vermischt. 
Im Kontrollansatz warde wie im Versuch mit frischen Bakterien 
weder Kohlendioxyd noch Acetaldehyd gebildet. Die Aufarbeitung des 
Hauptversuchs erfolgte nach 2 Tagen in der vorher beschriebenen Weise. 
Ausbeute an CO, 58°,, an Acetaldehyd 61°, der Theorie. 


II. Abfangung von Acetaldehyd'. 


'/,, mol. Calciumsulfit wurde aus der entsprechenden Menge Dinatrium- 
sulfit frisch hergestellt, in Wasser suspendiert (Gesamtvolumen 50 ccm) 
und sterilisiert. Dazu wurden 50 ccm einer keimfreien 18°.igen Glucose- 
lésung und eine wiasserige Suspension von 30g frischen Termobakterien 
(100 cem) gefiigt. Gesamtvolumen 200 cem. Dieses Gemisch wurde bei 
37° digeriert. Die Garung begann nach kurzer Zeit, und in einer steril 
entnommenen Probe waren bereits nach '/, Stunde bedeutende Mengen 
Acetaldehyd nachweisbar. Nach I'/, Tagen war die Garung beendet und 
der Zucker vollkommen verbraucht ?.. Das Gargemisch wurde zentrifugiert 
und ein aliquoter Teil nach Zusatz von Calciumearbonat und Calcium- 
chlorid mit Wasserdampf behandelt. In dem Destillat wurde der gebildete 
Acetaldehyd mit Hydroxylaminsulfat titriert. In 20cem der Versuchslésung 
waren 0,0537 g Acetaldehyd entstanden, im ganzen Ansatz also 0,537 g. 
Die Ausbeute betrug demnach 24,4 ° der Theorie. Die Identifizierung des 


! Versuchsanordnung nach C. Neuberg, Zeitschr. f. Bot. 11, 180, 1918. 
2 Die Bakterien waren bei Abbruch des Versuchs am Leben und fort- 
pflanzungsfihig. 
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yvebildeten Acetaldehyds erfolgte durch die Farbenreaktion mit Nitroprussid 
natrium und Piperidin sowie durch die Darstellung des 2, 4-Di-nitropheny!l- 
hydrazons vom Schmelzpunkt 165°. 


II. Phosphorylierung. 

Zur Phosphorylierung wurden auf Ton getrocknete und dann fein 
zerriebene Termobakterien verwendet. Die Versuche wurden teilweise 
unter Zugabe von Co-Ferment (Hefenkochsaft) ausgefiihrt. 

Ansiatze. 


1. 2 cem 20°. ige Glucose-lésung, 


12 » Co-Ferment, 
l » 7/; m-Phosphatgemisch von py 5,64. 


15g Trockenbakterien, 
0,5 cem Toluol. 
2. Zusammensetzung des Versuchsgemisches wie 1., nur betrug hier 
das pu des Phosphatgemisches 6,22. 
3. Zusammensetzung des Versuchsgemisches wie 1., aber px det 
Phosphatmischung war 6,83. 
4. Vergleichsversuch ohne Zuckerzusatz: 
2 cem Wasser, 
12. ., Co-Ferment, 
l s  Phosphat-lésung, py 6,22, 
1,5g Trockenbakterien, 
0,5ceem Toluol. 


5. 2 cem 20°. ige Glucose-lésung, 
1] ;» Wasser, 
2 + 7/; m-Phosphat-lésung. pu 5,64, 
15g Trockenbakterien, 
0,5cem Toluol. 
6. Zusammensetzung des Versuchsgemisches wie 5., doch war das py 
der Phosphat-lésung 6,22. 
7. Zusammensetzung des Versuchsgemisches wie 5., aber pu der 
Phosphat-mischung 6,83. 
8. Vergleichsversuch ohne Zuckerzusatz: 
13° cem Wasser, 
2 » ?/,; m-Phosphat-l6sung, pu 6,22, 
152g Trockenbakterien, 
0,5cem Toluol. 


Aus der folgenden Tabelle I ist das py der Versuchsgemische zu Beginn 
und nach 24stiindiger Digestion bei 37° zu ersehen. 


Tabelle I. 





Anfangs-Po ... . 6,06 6,21 | 647 626 561 613 6,68 6,18 
Pu nach 24 Std... 5.80 606 | 620 633 563 593 639 6,00 
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Zur Bestimmung des anorganischen Phosphors in den Versuchs 
gemischen wurden zu Beginn und den in der folgenden Tabelle Il angegebenen 
Zeiten Proben entnommen, in denen nach EnteiweiBung mit Trichlor- 
essigsaure der Gehalt an anorganischem Phosphor kolorimetrisch ermittelt 
wurde. 

Da aus der Tabelle LI zu ersehen ist, da die Phosphorylierung schnell 
ein kurzwahrendes Maximum erreicht, und daB Co-Ferment-zugabe keinen 
wesentlichen Einflu8 auf die Phosphatbindung ausiibt, wurden weitere 
Versuche ohne Co-Ferment vorgenommen, in denen die Phosphat- 
bestimmungen in sehr kurzen Zwischenraumen erfolgten. 


Tabelle II. Milligramm anorganischer P in je 1 cem Versuchslésung. 





Zeit 1 2 3 4 5 6 7 8 

Zu Beginn. . . . . 240 238 244 2,40 2,94 290 2,86 2,86 
Nach 1 Std... . 1,64 150 2,00 2,08** 202 2,08 —§ 1,50 2,94 
»n fle » - - » 12,06 | 2,66 | 296 (2.86 184 280 2,94 3,02 
~ « » -.. | 2,94 (280 | 308 (3,12 2,30 2,96 | 3,02 2,96 
+ » ... 4,20* 4,16* | 4,24* 412* | 358* 382* | 3,84* 3,90* 


| 
* Die starke Zunahme des anorganischen Phosphats iiber den Anfangswert hinaus bei 
24 stiindiger Versuchsdauer ist auf Phosphatabgabe von dem Bakterienmaterial zuriickzufiihren. 
** Die kleine Phosphatbindung beruht auf Veresterung des mit dem Co-Ferment ein- 
gefiihrten Zuckers. 
Zu den im folgenden angegebenen Versuchsgemischen wurde eine neue 
Fertigung von Trockenbakterien benutzt. 
Das Verhaltnis P zu Glucose war hier 1: 2. 
Ansitze. 
1.5 eem 10°, ige Glucose-lésung, 
2 ~~ ,, #/; m-Phosphat-lésung, px 5,56, 
8 ,. Wasser, 
1,5 g Trockenbakterien, 
0,5ceem Toluol. pu des Versuchsgemisches 5,44. 


2. Zusammensetzung des Versuchsgemisches wie 1|.. nur betrug das 
pu der Phosphat-lésung 6,13. pH des Versuchsgemisches 6,04. 
3. Zusammensetzung des Versuchsgemisches wie 1., aber px der 
Phosphat-lésung 6,72. px des Versuchsgemisches 6,52. 
4. Zusammensetzung des Versuchsgemisches wie 1., aber px der 
Phosphat-lésung 7,21. pu des Versuchsgemisches 6,71. 
5. Zusammensetzung des Versuchsgemisches wie 1., py der Phosphat- 
lésung 7,61. pu des Versuchsgemisches 6,92. 
6. Vergleichsversuch ohne Zuckerzusatz: 
13. cem Wasser, 
2 ~~, + ?/; m-Phosphat-lésung, px 6,72, 
1,5 g Trockenbakterien, 
0,5cem Toluol. psy des Versuchsgemisches 6,64. 


Die Bestimmung des anorganischen Phosphats erfolgte wieder kolori- 
metrisch in Proben, die mit Trichloressigsiure enteiweiBt waren. Die 
ermittelten Werte fiir den anorganischen Phosphatgehalt sind in Tabelle IT] 
zusammengestellt. 
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Tabelle 111. Milligramm anorganischer P in je 1 cem Versuchslésung. 





Zeit 1 2 3 4 , 6 
Zu Beginn. .. . 3,08 2.94 3,04 2.96 2,90 2.97 
Nach 45 Min... 2.65 2,03 2,37 2,27 2,23 2,91 
. ee 2.58 1.77 2,82 2,62 2.69 3,00 
s 2 ae 2.50 2,37 3,10 2.84 2.92 — 
. _ _ 2.44 2,79 3,09 2,54 2.91 
cS oe 2,16 2,84 3,15 2.84 2.92 2.98 
12> ee 2,15 2,84 3,13 2,84 2,92 2,98 
a 2,72 - -- 
a 86 3, 2% 3,19 3,30 3,16 3,30 3.28 


Wie die Tabelle lehrt, geht die Phosphat-bindung sehr rasch vor sich, 
die Spaltung des Esters setzt aber schnell ein. Die Periode der maximalen 
Phosphorylierung ist demnach auBerordentlich kurz, und es ist mdéglich, 
da8 die Phosphorylierung in hédherem AusmaBe vor sich geht, als wir es 
beobachtet haben. Die Schnelligkeit (etwa 45 Minuten) der Phosphat- 
veresterung ist scheinbar am gréBten in der Nahe des Neutralpunktes 
(Versuche 3, 4, 5) und wird mit abnehmendem px geringer (Versuche | und 2). 
Der rascheren Veresterung entsprach auch eine gr6Bere Gargeschwindigkeit. 


IV. Einwirkung von Termobakterien auf Hexose-di-phosphorsiure-ester. 
a) Dephosphorylierung von Hexose-di-phosphat durch Alkohol-Ather- 
Trockenbakterien. 

a) Variation der Bakterienmenge bei konstantem Estergehalt. 

1. 50 = eem 5°.ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
0.05 g Alkohol-Ather-Trockenbakterien, 
1 ecm Toluol. 
50 eem 5° oige Magnesium-hexose-di-phosphat-l6sung, 
0,1 g Alkoho!-Ather-Trockenbakterien, 
1 eem Toluol. 


to 


3. 50) ecem 5% ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
0,2 ¢ Alkohol-Ather-Trockenbakterien, 
1 eem Toluol. 
4. 50 cem 5% ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
0,5g¢ Alkohol-Ather-Trockenbakterien, 
1 cem Toluol. 
5. 50 cem 5°, ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
1,0g Alkohol-Ather-Trockenbakterien, 
1 cem Toluol. 
6. 50 cem 5°oige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
l » Toluol. 
50 cem Wasser, 
10g Alkohol-Ather-Trockenbakterien, 
1 ecem Toluol. 


Zu Beginn waren in allen Versuchsgemischen nur minimale Spuren 
anorganischen Phosphats vorhanden. Die Menge des mineralisierten 
Phosphors wurde zu den in Tabelle TV angegebenen Zeiten bestimmt (siehe 
Tabelle TV). Die Phosphatabspaltung wuchs mit zunehmenden Ferment- 
menyen. 
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Tabelle IV. 


Milligramm anorganischer P in je 1 cem Versuchslésung. 





Zeit 1 2 3 4 5 6 7 
Zu Beginn. . . SpurenP Spuren P Spuren P Spuren P Spuren P Spuren P Spuren P 
Nach 5Std... 0,252 0,289 0,455 0,726 1,750 ‘ ‘ 
» 21, ... 0,740 0,912 | 1,390 | 2500 3,600 0,068 | 0,143 


~ 2 = «~ | Come 1,090 1,795 3,362 4,120 0,139 0,176 
60 , .. | 0,926 1,325 2,290 3,942 4,385 0,150 | 0,189 


?) Dephosphorylierung bei veranderten Estermengen, aber 
konstanter Bakterien-menge. 
1. 200 eem 5°. ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
0.4 g¢ Alkohol-Ather bakterien, 
2 cem Toluol. 


te 


200 cem 2) ,°.ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
0.4g¢ Alkohol-Ather-bakterien, 
2 cem Toluol. 
Die Menge des abgelésten Phosphors ist aus Tabelle V zu ersehen. 
Die Dephosphorylierung ist in den beiden Versuchen | und 2 praktisch 
gleich. 
Tabelle V. 


Milligramm anorganischer P in 1 ccm Versuchslésung. 





Zeit 1 2 
ee Spuren P Spuren P 
ee 0,949 0,789 

; a * 5g Re 1,445 1,385 
we A ee eer 2.052 1.986 


b) Vergdrung von Hexose-di-phosphat durch Termobakterien. 
Versuche mit Alkohol-Ather-Trockenpraparat. 


1.15 cem 5° ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
0,03 g Alkohol-Ather-Trockenbakterien, 
0,2 cem Toluol. 


to 


15 eem 5°,ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
0,1 g Alkohol-Ather-Trockenbakterien, 
0.2. cem Toluol. 
3. 15) eem 5°,ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
0.2 g Alkohol-Ather-Trockenbakterien, 
0,2. cem Toluol. 
4.15 ecem 5°.ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
0.35 g Alkohol-Ather-Trockenbakterien, 
0.2. cem Toluol. 


5. 15 cem 5°,ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
0.5 g Alkohol-Ather-Trockenbakterien. 
0.2cem Toluol. 
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Je 10,0cem der Gemische wurden in Eudiometer gefiillt und die 
Kohlendioxyd-entwicklung bei 37° festgestellt (siehe Tabelle V1). 


Tabelle VI. 


Kubikzentimeter CO, aus je 10 ccm Versuchsgemisch bei 26°. 





Zeit 1 2 3 4 5 

Nach 19Std.. . . 2... 0 0,4 3.5 12.5 19,2 
Se eee 0 0.4 49 16,5 24,6 
A eer 0 1,2 7.4 28,7 36.1 
Wee ae ble 0 2,0 12.8 34,0 40.0 


Die Garung wurde mit steigendem Bakteriengehalt kraftiger. Die drei 
folgenden Versuche mit Alkohol-Ather-Trockenpraparat, Trockenbakterien 
sowie frischen Termobakterien tun dar, daB die Garung mit Trocken- 
bakterien starker ist als mit dem Alkohol-Ather-Praparat und da® frische 
Termobakterien Hexose-di-phosphat nur langsam zerlegen. 


Versuche. 
1.15 ecem 5° ,ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
0.5 g¢ Alkohol-Ather-Trockenbakterien, 
0,2cem Toluol. 
2.15 cem 5°%,ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
0,5 g¢ Trockenbakterien, 
0,2 cem Toluol. 
3. 12 cem 7°,ige Magnesium-hexose-di-phosphat-lésung, 
3g frische und feuchte Bakterien. 
Die zu verschiedenen Zeiten aus 10.0 cem Versuchsgemisch hei 30° 
entstandenen CO,-Mengen sind in Tabelle VII angegeben. 


Tabelle VII. 


Kubikzentimeter CO, aus je 10 cem Versuchsgemisch bei 30°. 





Zeit 1 2 3 
Nach 2B8i@......=. 5.5 11,6 
~~ eee — 5 
. a = rare aS —- — 13 
ed. a ak mn ws 29,5 39.0 15 
Se ee ee 35,6 47,6 


V. Vergirung von Glucose-6-mono-phosphorsiure-ester. 


In 1l2cem 9°. iger Lésung von  Barium-hexose-mono-phosphat ! 
wurden 3g frische Bakterien suspendiert. Aus 10,0 cem dieses Gemisches 
waren bei 37° nach 3 Stunden ] ecem CQ, entstanden, nach 29 Stunden 
33,5cem und nach 47 Stunden 35cem COQsg. 


1 Das Barium-ion stérte im vorliegenden Falle nicht grundsatzlich. 
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VI. Vergiirung von Glucose durch Alkohol-Ather-Trockenpriparat bei 
Gegenwart von Co-Ferment. 


Versuche. 
l. O,8 g Glucose, 
20° cem Hetenkochsaft. 
0.5 g¢ Alkohol-Ather-Trockenbakterien, 
0,2 cem Toluol. 


te 


0.8 g Glucose, 

20 cem Wasser, 

0.5 ¢ Alkohol-Ather-Trockenbakterien, 
0,2 cem Toluol. 


Im Versuchsgemisch 2 fand keine Garung statt, waihrend aus 10 ccm 
des Co-enzymhaltigen Ansatzes nach 22 Stunden bei 26° 19.2 cem CO, frei 
geworden waren, nach 24 Stunden 24,5cem, nach 69 Stunden 71,5 cem 
und nach 74 Stunden 72,5cem COs. 








cm 
frei 
em 








Pektin des Tabaks. 
Von 
Carl Neuberg und Max Scheuer. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


In voraufgegangenen Beitragen!:* * * zur Tabakchemie ist dariiber 
berichtet worden, daB aus frischem sowie fermentiertem Tabak Methyl- 
alkohol gewonnen werden kann. Die Bedingungen fiir dieses Auftreten 
von Methanol standen im besten Einklange mit der Auffassung, dab 
er das Hydrolysenprodukt eines Pektins ist. Festgestellt wurde weiter, 
daB in griinen Tabakblattern wie in gebrauchsfertigem Tabakmateria] 
Uronséure vorhanden und in Form ihrer Spaltungsprodukte Furfurol 
nebst Kohlendioxyd nachweisbar ist**. Ferner hatte sich ergeben, 
daB Methylalkohol aus der Tabaksubstanz nicht allein mit chemischen 
Mitteln', sondern auch durch das Enzym Pektase in Freiheit gesetzt 
wird!:*:4+. Damit war der erwahnten Anschauung, dab im Tabak wirk- 
lich Pektin zugegen ist, gr6Bte Wahrscheinlichkeit verliehen. Das regel- 
maBige und reichliche Vorkommen des erwahnten Ferments Pektase 
im frischen Tabak, im dachreifen Blatt und sogar noch in vergorenem 
Tabakmaterial* weist ebenfalls in gleiche Richtung. Immerhin schien 
es unerlaBlich, Tabakpektin zu isolieren und zu prifen, ob dieses fiir 
die erwahnten Erscheinungen verantwortlich gemacht werden kann. 

Auch von praktischen Gesichtspunkten aus ist der sichere Nachweis 
des Pektins nicht ohne Interesse. G. Gabel und G. Kiprianoff® haben 
namlich Versuche mitgeteilt, nach denen der Fortschritt der ,,Fermen- 
tation’ an der Abgabe von Methylalkohol messend verfolgt werden 
kann. Sie haben dabei die Theorie entwickelt, daB im Tabak das Pektin 
als Di- oder Mono-methyl-ester zugegen ist, so wie partiell mit Methanol 
veresterte Pektine auch v. Fellenberg, Norris und Schryver, ferner Nanji, 
Paton und Ling angenommen haben. Fiir die Entstehung ver- 


1 ©, Neuberg u. M. Kobel, Naturw. 14, 1182, 1926; diese Zeitschr. 190, 
232, 1927; 229, 455, 1930. 

2 Dieselben, diese Zeitschr. 179, 459, 1926. 

3 C. Neuberg u. B Ottenstein, ebendaselbst 197, 491, 1928. 

4 Th. Andreadis, ebendaselbst 211, 378, 1929. 

5 G. Gabel u. G. Kiprianoff, ebendaselbst 212, 337, 1929; siehe auch 
J. O. Gabel u. L. G. Chmuklowska, Chem. Centralbl. 1980, I, 3112; 
A. Schmuck, Krasnodar 1929. 
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schiedener bisher unbekannter Verrauchungsprodukte, iiber die gleich- 
zeitig C. Newberg und J. Burkard’ berichten, wird man das Pektin 
ebenfalls mit verantwortlich zu machen haben. 

Durch die Arbeiten von F. Ehrlich und Mitarbeitern? ist die 
Kenntnis der Pektine, die in Friichten und anderen zur Speicherung 
von Reservestoffen dienenden Pflanzenteilen (wie den Zuckerritben) 
vorkommen, erheblich geférdert. Nicht so vollstandig sind wir iiber die 
in verholzten Pflanzenteilen vorhandenen Pektine orientiert, wie z. B. 
liber das Pektin der Flachsstengel (Ehrlich u. Schubert). 

Unseres Wissens liegen itiberhaupt keine solchen Untersuchungen 
iiber das Pektin von griinen Blattern vor. 

Die Isolierung des Pektins aus griinen Pflanzenteilen bietet gréBere 
Schwierigkeiten, weil dasselbe hier sich in Gemisch mit vielen durch 
Assimilation und Stoffumsatz erzeugten Substanzen vorfindet. Es 
war nicht das Ziel unserer Untersuchung, das Blatterpektin genau zu 
beschreiben, sondern der Zweck ist, wie vorher dargelegt, der gewesen, 
iiberhaupt die Anwesenheit von Pektin im Tabakblatt sicherzustellen. 
Dies wurde auf folgende Art erreicht. 

20 kg frisch geerntete Tabakblatter wurden wegen ihres Gehaltes 
an Enzymen, die Pektin hydrolysieren, nach der Ernte so schnell wie 
méglich in siedenden Alkohol eingelegt, um tunlichst eine fermentative 
Veranderung wahrend der Vorbereitung hintanzuhalten. Der dazu 
dienende Athylalkohol zieht neben anderen Verbindungen einen groBen 
Teil des Chlorophylls aus. Der hinterbliebene Riickstand war jedoch 
noch griin gefirbt und wurde in mehreren 20-Liter-Flaschen unter 
absolutem Alkohol (durch Benzin vergallt) monatelang aufbewahrt 
und 6fter durchgeschiittelt. Dabei wurde das Material spréde und 
yar nach nochmaliger Digestion mit Alkohol nur noch schwach hellgriin 
gefirbt. Eine Zerkleinerung nach der ersten Behandlung mit Alkohol 
fanden wir nicht zweckmaBig, weil bei dem nachherigen Auskochen 
des Pektins sich die zuriickbleibenden Blattbestandteile von der 
wisserigen Fliissigkeit unvollkommener trennen und auspressen lieBen. 
Es ergab sich bei dieser Gelegenheit, daB die vollstandige Extraktion 
des Tabakpektins nach den dafiir gebrauchlichen Methoden schwer ge- 
lingt, indem bei 16maliger Auskochung unter den in der Literatur® fiir 


1 ©. Neuberg u. J. Burkard, diese Zeitschr. 248, 472, 1931. 
2 F. Ehrlich u. R. v. Sommerfeld, ebendaselbst 168, 263, 1926; F. Ehrlich 
u. F. Schubert, ebendaselbst 169, 13, 1926; B. 62, 1974, 1929; F. Ehrlich 


u. A. Kosmahly, diese Zeitschr. 212, 162, 1929; F. Ehrlich, Zeitschr. f. 
angew. Chem. 40, 1305, 1927; 42, 599, 1929. ; 

3 Die Autoren erhitzen immer in Emaillet6épfen iiber freier Flamme 
und bringen die letzten Pektinreste im Autoklaven in Lésung. Der Riick- 
stand gibt im allgemeinen auch dann noch die Naphthoresorcinreaktion. 
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andere Pflanzenmaterialien empfohlenen Bedingungen die Auslaugung 
des Pektins noch nicht beendet war. In dieser Beziehung ahnelt das 
Tabakpektin am ehesten dem Pektin der Flachsstengel. Bei der ersten 
Extraktion wurden beispielsweise nur 2,7°, von der Blatt-Trocken- 
substanz durch dreistiindiges Erhitzen auf dem Wasserbad ausgezogen. 
Wir wahlten die Methode der Extraktion auf dem Wasserbad deshalb, 
weil bei den groBen zu verarbeitenden Substanzmengen, die zugleich 
voluminés sind, Erhitzen auf offenem Feuer leicht Zersetzungen bedingt. 
Durch fiinfmalige Extraktion (siehe im experimentellen Teil) wurden 
im ganzen 7°% vom Trockengewicht der mit Alkohol vorbehandelten 
Tabakblatter in Lésung gebracht. An dieser Stelle sei bemerkt, dab 
eventuell alkohollésliches Pektin oder Abbauprodukte desselben nicht 
berticksichtigt sind. Auch die vor dem Auskochen hergestellten Kalt- 
wasser-ausziige, in die Zucker, Nicotin, Salze und dergleichen iiber- 
gehen, wurden nicht verarbeitet, obgleich darin mit der Naphtho- 
resorcin-reaktion in der neuen Anstellungsform! auf Pektin oder seine 
Abbauprodukte wohl zuriickzufithrende Uronsaure nachgewiesen werden 
konnte. 

Die bei den verschiedenen Extraktionen erhaltenen Rohpektin- 
mengen wurden vereinigt und zunachst durch Behandlung mit 70°,igem 
Alkohol vom beigemischten Polysaccharid (,,Araban‘* bzw. Hexo- 
pentosan) befreit. Das dann iibrigbleibende Material wurde in heiBbem 
Wasser gelést, von Verunreinigungen getrennt und mit Alkohol nieder- 
geschlagen. Diese Verbindung enthalt, wie die tibrigen Pektine, Calcium 
und Magnesium, ist demnach als Pektat anzusprechen. Versetzt man 
die wasserige Lésung dieses Salzes mit Salzséure und fallt mit Alkohol, 
so gewinnt man eine Pektinséure. An ihr wurden die hauptsachlichsten 
Untersuchungen ausgefiihrt, nachdem die Substanz durch nochmalige 
Umfallung weiter gereinigt war. Die Analysenzahlen dieser Pektin- 
siure stimmen ungefahr mit den Werten iiberein, die Ehrlich und seine 
Mitarbeiter fiir Pektinséiuren anderer Herkunft verzeichnet haben. 

Wie experimentell belegt wird, konnten wir von unserem Material 
79%, der Konstituenten identifizieren. Neben 4,5°% Asche sind 
rund 4,5°, Methanol, 5°, Essigsiure, 60°, Galakturonsdure und 5°, 
Pentose erfaBt. 

Die Ahnlichkeit, die das aus Tabak in der beschriebenen Weise 
isolierte Pektin mit dem Flachspektin hat, berechtigt zu dem Schlub, 
daB es sich um eine verwandte Verbindung handelt. 

Das so gewonnene Pektin erwies sich — und das war ein weiteres 
Ziel dieser Arbeit — als leicht spaltbar durch Tabakpektase?. Dabei 


. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 248, 435, 1931. 
. Neuberg u. Cl. Ostendor{, ebendaselbst 229, 464, 1930. 
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wird hydrolytisch alles in Esterform vorhandene Methanol in Freiheit 
gesetzt, so wie wir es friiher schon fiir zerkleinerte frische Tabakblatter 
dargetan haben. 

Als Ergebnis dieser Versuche kann ausgesprochen werden, da’ 
mit der Existenz eines wahren Pektins im Tabak nunmehr zu rechnen ist. 


Das Ausgangsmaterial bestand aus Tabakblattern (Kaba koulak pravi, 
griechischer Tabak) Nr. 34 der Dahlemer Ernte 1928, welche in frisch 
gefliicktem Zustande dreimal mit absolutem Alkohol (durch Benzin dena- 
turiert) extrahiert und dadurch von dem Hauptteil der alkoholléslichen 
Stoffe. wie Chlorophyll usw., befreit waren. Dieses Material wurde an der 
Luft getrocknet und enthielt 89°, Trockensubstanz (andauernde Ent- 
wasserung von Durchschnittsproben im Hochvakuum bei Zimmertemperatur). 


Orientierender Ansatz. 


Zur Entfernung wasserléslicher Bestandteile, wie Zucker und dergl., 
wurden 89g dieser mit Alkohol vorbehandelten und getrockneten Blatter 
zunachst viermal mit je 2 Liter Wasser von 55° 1 Stunde auf dem Wasser- 
bad, unter haufigem Umriihren mit einem Holzl6éffel, extrahiert ; mit dem 
letzten Auszug fiel die «-Naphthol-probe negativ aus. Nunmehr wurden 
zur Extraktion der in kaltem Wasser unléslichen Pektinstoffe im ganzen 
16 Auskochungen des Blattmaterials mit je 2 Litern destillierten Wassers 
vorgenommen (Erhitzungsdauer 2 bis 6 Stunden). Die Fliissigkeit wurde 
jeweils durch Leinwand koliert und der Blatterriickstand jedesmal griind- 
lich ausgepreBt. Die ziemlich triiben Extrakte wurden nun mit Fuller-Erde 
aufgekocht und hei8 durch groBe Macherey-Filter abgesaugt. So wurde 
ein klares, hell griinlichgelbes Filtrat erhalten, welches in groBen Porzellan- 
schalen auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft wurde. Das Roh- 
pektin hinterblieb in dunkelbraunen, blatterigen Krusten, welche sich leicht 
abkratzen lieBen und in diesem Zustande gewogen wurden. Die Ausbeuten 
ergeben sich aus folgender Ubersicht : 

Aus 89g vorbehandeltem trockenen Tabak wurden erhalten: 

Bei Auskochung | 
» 


| 6,1 g Hydratopektin 


3 ’ 
ae | 
. 5 Rs 
_ . 6 0.7 g 
7 10g Pe 
8 12g 
9 lig 
10 log 
Sree 
Beh is)-6 32% Se 
oes dw «ood, Be 
ne ~ Ds s Ge. ele ce 
- a Muscat e<.e os See 
ee ec. & Scena 


Summe: 15,7 g lufttrockene Substanz 
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Die richtig angestellte Naphthoresorcin-reaktion (vgl. 8S. 463) auf 
Uronsauren blieb auch im Blatterriickstand noch positiv. 

Die Pektinmengen, die durch die 16 einzelnen Extraktionen gewonnen 
waren, wurden vereinigt und zweimal mit je 200 cem 70 gewichtsprozentigem 
Alkohol je 1 Tag auf der Maschine geschiittelt. Darauf wurde abgesaugt, 
mit 70° ,igem, dann mit absolutem Alkohol. schlieBlich mit wasserfreiem 
Ather nachgewaschen und im Exsikkator getrocknet. Ungeléster Riick- 
stand 12,5 g. 

Der erste Extrakt war recht dunkel gefarbt und wurde daher iiber 
Tierkohle filtriert. Die alkoholischen Lésungen wurden bei 35 bis 40° im 
Vakuum zur Trockne eingeengt, der Riickstand wurde mit Wasser auf 
40 cem aufgefiillt und mit Tierkohle behandelt. Die filtrierte Fliissigkeit 
war noch dunkel. Naphthoresorcinprobe negativ. Reaktion deutlich 
lackmussauer. Fehlingsche Lésung wurde in der Hitze reduziert. 

Aus 35 cem dieser ,,Araban‘*-Lésung konnte mit der zwélffachen Menge 
Alkohol + 100 cem abs. Ather ein heller, flockiger Niederschlag gefallt 
werden, der abgesaugt, zundchst mit Alkohol-Ather, dann mit abs. Ather 
gewaschen und im Exsikkator getrocknet wurde. 0,9g eines gelblichen 
Pulvers; Orcinprobe schwach, Fehling erst nach voraufgegangener H ydrolyse 
durch HCl positiv. 

Das Filtrat lieferte mit mehr Alkohol keine weitere Fiallung, wohl 
aber auf Ather-zugabe. Es wurde mit dem analogen ,,Araban“ des groBen 
Ansatzes (siehe 8. 466 und 468) vereinigt und im Vakuum bei 35° zur 
Trockne gebracht. Der Riickstand wurde in wenig Wasser gelést, und, da 
er merklich sauer reagierte, mit etwas 2,5°,ig. NH, abgestumpft. Man 
kochte kurz mit Tierkohle auf und filtrierte in eine Schale. Das Filtrat ! 
drehte « + 1,02° (1 = 0,2). Reduktion von Fehlingscher Mischung positiv ; 
Orcin-reaktion undeutlich, Seliwanoff-Probe negativ. SchlieBlich wurde 
im Vakuumexsikkator vollstaéndig eingedunstet. Der hygroskopische 
Riickstand wog 6,0 g. 

GroBer Ansatz. 


lkg Tabakblatter wurden, wie oben beschrieben ist, mit je 20 Liter 
H,O bis zur Zuckerfreiheit ausgelaugt. Der erste bei 55° hergestellte Auszug 
wurde auf eventuell vorhandenes, im Blatt bereits geléstes Pektin untersucht. 
Das mit Fuller-Erde geklarte dunkelbraune Filtrat wurde zu diesem Zwecke 
im Faust-Heimschen Verdunstungskasten bei 37° auf etwa 3 Liter kon- 
zentriert; dabei schied sich ein schlammiger Niederschlag ab, von dem 
abzentrifugiert wurde. Die Fliissigkeit wurde dann noch iiber Fuller-Erde 
abgesaugt. So wurde ein klares, tiefbraunes Filtrat von neutraler Reaktion 
erhalten. Die Fliissigkeit wurde nunmehr mit Salzséure deutlich kongo- 
sauer gemacht und sofort mit dem dreieinhalbfachen Volumen Alkohol 
versetzt. Der sogleich entstandene Niederschlag wurde abzentrifugiert, 
mehrmals mit Alkohol gewaschen und in einen Vakuumexsikkator tiber- 
gefiihrt. Ausbeute 24g weiBes Pulver. Qualitativ war ein Gehalt an 
N-, P- und S-haltiger Substanz erkennbar; Starke war durch Jod nicht 
nachzuweisen. 

Die Verbindung wurde noch einmal umgefallt. Aus 20g wurden 6g 
erhalten, welche in Wasser leicht léslich waren. Nach zweistiindiger Hydro- 


1 Die Rechtsdrehung beruht vermutlich auf dextrogyren Abbau- 
produkten des ,,Arabans** bzw. auf einem Gehalt an freien rechtsdrehenden 
Monosen. 
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lyse von | Teil Substanz mit 10 Teilen n H,SO, fiel die Naphthoresorcin- 
reaktion positiv aus. 

Nunmehr wurde durch heiBes Wasser das unldsliche Pektin in Lésung 
gebracht. Die mit Alkohol und kaltem Wasser ausgelaugten Blatter (ur- 
spriinglich 1 kg des trockenen Materials) wurden in zwei Portionen mit 
je 10 Liter kochendem destillierten Wasser verriihrt und in bedeckten 
Emailletépfen 3 Stunden im siedenden Wasserbad belassen. Die Innen- 
temperatur betrug 85 bis 90°. 

Die Fliissigkeit wurde durch ein Koliertuch unter der hydraulischen 
Presse scharf abgepreBt, mit Fuller-Erde geschiittelt und noch warm durch 
Macherey-Filter abgesaugt. Das klare Filtrat wurde sodann im Faust- 
Heimschen Apparat bei 37° zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde, 
da er beim Verreiben in offener Schale stark stéubte, in einer geschlossenen 
Mokkamiihle fein zerkleinert und schlieBlich im Vakuumexsikkator ge- 
trocknet. 

In der gleichen Weise wurden 
im ganzen fiinf Ausziige hergestellt. Vgl. Tabelle. 


unter Verzicht auf hédhere Ausbeuten — 


Tabelle. 
lkg Tabakblatter von 89,14°, Trockensubstanz mit je 20 Liter Wasser 
auf 85 bis 90° erhitzt. 





‘ Pektin in | 90 
Koch- Danuer des Ausbeute 0/9 der 1, COg , ‘ O/9 Methyl- Methanol 
auszug Erhitzens 42 Hydrato-  Tahak- nach ‘io Galak- | “alkohol bezogen auf 
Nr. in Std. pektin trocken- Tollens | turonstiure | nach Zeisel | die Galak- 
trocken substanz turon- 
| siure ** 
1 3 24,1 ¢ 2,70 8,96 39,43 3,49 8,86 
2 3 13,1 ¢ 1,47 8,52 37,49 3,22 8,61 
3 3 103¢ 1,16 6,42 28,26 2,47 8,74 
4* 3 7,0¢ 0,78 4,88 21,48 1,60 7,47 
5* 4 90g 1,01 4,80 21,11 1,48 7,03 


* Die weiteren Portionen Hydratopektin wurden im Exsikkator getrocknet, aber nicht bis 


’ gur absoluten Konstanz. 
** Wenn man aus diesen Daten einen Schluf ziehen will, so muf man das Vorliegen 
2 Mol Methanol . 100 


eines Di-methylesters annehmen; denn der Quotient — 7 - ist 8,25. 
4 Mol Galakturonsiure 





42 g dieses Rohpektins wurden nun zweimal je einen Tag mit 800 ccm 
70°, igem Alkohol auf der Maschine geschiittelt, abgesaugt, in einer Reib- 
schale nochmals mit 70°%,igem Alkohol verriihrt, mit demselben Solvens 
wiederholt nachgewaschen, schlieBlich mit absolutem Alkohol sowie Ather 
behandelt und im Exsikkator getrocknet. Dieser alkoholunlésliche Riick- 
stand (Ca-Mg-Pektat) wog 34,4g. Eine 6 Stunden bei 105° im Vakuum 
getrocknete Probe verlor noch 10,75°, an Gewicht. 

Die mit 70°,igem Alkohol erzielten Ausziige wurden im Vakuum 
bei 35° zur Trockne gebracht und dann noch unter Zwischenschaltung 
eines CaCl,-Rohres 2 Tage an der Vakuumpumpe belassen. Gewicht des 
Riickstandes: 9,1 g. (Da wir auf eine véllige Trocknung verzichteten, 
wurden auf diese Weise statt der angewandten 42,3 g Hydratopektin 
34,4 + 9,1 = 43,5 g Substanz wiedergefunden.) Das lésliche Pektin bestand 
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also ungefahr aus 80°, pektinsaurem Salz und 20°, mit Alkohol entfern- 
barem Polysaccharid. Beiden hafteten zunachst noch fremde Blatt bestand- 
teile als Verunreinigungen an. 


I. Ca-Mq-Pektat. 


Das in Alkohol unlésliche Pektin (ungefahr 30g Trockensubstanz) 
wurde mit 800 cem destilliertem Wasser angeriihrt und mehrere Stunden 
im Rundkolben unter haufigem Schiitteln auf dem Wasserbad digeriert. 
Es resultierte eine dunkle, stark getriibte Fliissigkeit, welche einen Nieder- 
schlag enthielt. Sie wurde zunachst zwecks Entfernung gréberer Teilchen 
zentrifugiert. Das Zentrifugat war noch triibe. Nach verschiedenen erfolg- 
losen Klarungs- und Filtrationsversuchen bewahrte sich ausgezeichnet 
folgendes Vorgehen. Die Fliissigkeit wurde kurz zum Sieden erhitzt und 
noch hei8, zunachst ohne Klarmittel, unter Druck durch ein Seitzsches 
Keimfilter gepreBt. Man erhielt so in wenigen Minuten ein vollkommen 
klares, aber noch dunkles Filtrat. (Das Filter wurde nach dem Durchtritt 
von je 200 cem Fliissigkeit zweckmaBig ausgewechselt.) Das Filtrat wurde 
mit Tierkohle nochmals aufgekocht und wieder durch Seitz-Filter gepreBt. 
Die Lésung war jetzt schwach gelblich und wies im 1-dem-Rohr eine Drehung 
4 + 3,6° auf. Darauf wurde die Lésung in die 3'/,fache Menge Alkohol 
eingegossen, so daB ein etwa 70°, iger Sprit entstand, in dem eventuell 
noch vorhandenes ,,Araban‘* in Lésung bleiben muBte. Der Pektatnieder- 
schlag, der sich gut absetzte, wurde abzentrifugiert und mit Alkohol sowie 
Ather gewaschen. Nach der Vortrocknung im Exsikkator Ausbeute 16,0 ¢ 
= 13,6 g Trockensubstanz. 

Der beim Zentrifugieren erhaltene Riickstand wurde abermals mit 
1 Liter Wasser auf dem Wasserbad digeriert und darauf abgeschleudert. 
Der dann verbliebene Riickstand wurde schlieBlich mit Alkohol und Ather 
gewaschen. Die Trocknung geschah bei 105°. 4,5 g waren unldslich; das 
sind 15°, des angewandten Roh-pektats. Die Naphthoresorcin-reaktion 
fiel mit dem unldéslichen Anteil noch positiv aus. 

Die Fliissigkeit, die rechtsdrehend war, wurde nach dem Aufkochen 
mit Tierkohle durch Seitz-Filter geschickt und das Filtrat mit dem 3'/,fachen 
Volumen Alkohol niedergeschlagen. Man erhielt so noch 2 g Ca-Mg-Pektat. 


Einmal umgefalltes Ca-Mg-Pektat. 


Fiir die folgenden Untersuchungen wurde das Pektat bei 78° im Hoch- 
vakuum bis zur Konstanz getrocknet (84,90°,, Trockensubstanz). 


Methylalkohol nach Zeisel-Fanto-Stritar. 


0,2138 g Substanz 0,068l g¢ Ag J 4,34°, Methylalkohol, 
0,2712 ¢ eS 0,0857 g Ag J = 4,31°, ‘ 


Drehung. 


0,1980 g Substanz wurden im MeBkolben in 10,0 cem H,O gelést. 
[a]Jp = + 131,39 (a = + 2,609, 1 1). 


Uronsdure-bestimmung nach Lefévre und Tollens. 


0,5129 g Substanz wurden 8 Stunden mit 12°, HCl erhitzt und gaben 
0,0668 g CO, = 13,02°, CO,, entsprechend 57,29°, Galakturonsaure. 


30* 
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Aschenbestimmung. 
0,8531 g Substanz: 0,0917 g = 10,75°%, Asche. Sie enthielt sehr viel 
Mg und Ca, daneben Spuren P sowie Fe. 


»Araban"™. 


Der durch Alkohol herausgeléste Anteil des Pektins (etwa 9g) wurde 
in etwa 100cem warmem Wasser aufgenommen und zentrifugiert. Die 
Lésung war dunkel und triibe und konnte nur durch Seitz-Filter geklart 
werden. Die Reinigung dieses Produktes gelang nicht befriedigend; es soll 
auBer Betracht bleiben?. 

Das alkoholunlésliche Rohpektat aus dem kleinen Ansatz wurde mit den 
sonstigen Pektinmaterialien zusammen in der bereits beschriebenen Weise 
umgefallt. Aus 22g wurden 13,2 g gereinigten Ca-Mg-Pektats erhalten. 

Als unléslicher Riickstand hinterblieben 2.5 g eines dunkelbraunen 
Pulvers. Durch Erwirmen mit verdiinnter Salzsiure konnten davon noch 
0,4 g¢ gelést und mit Alkohol gefallt werden. 


Il. Freie Pektinsdure. 


Samtliche einmal umgefallten Pektate wurden schlieBlich vereinigt 
(insgesamt 25,9 g). Das Pektat wurde mit 500 ccm siedendem Wasser 
angerthrt und 2 Stunden auf dem Wasserbad erwarmt, wobei eine triibe, 
braune Fliissigkeit entstand. Nach Schititteln mit Tierkohle wurde die noch 
heiBe Fliissigkeit wieder durch ein Seitzsche Klarschicht druckfiltriert, 
wodurch ein kolloidaler sehr stérender Bestandteil entfernt wurde. Das 
Filtrat wurde dann mit Knochenkohle erwirmt und konnte jetzt auch 
durch ein gewohnliches Filter abgesaugt werden. Die Lésung wurde nun 
mit 40 cem 12° iger Salzsiure angeséiuert und sofort in 3 Liter absoluten 
Alkohol eingegossen. Nach 10 Minuten wurde der Niederschlag ab- 
zentrifugiert, zweimal mit Alkohol wieder aufgeriihrt, abgeschleudert und 
mit Alkohol sowie Ather gewaschen. Nach Trocknung im Exsikkator 


Gewicht 18 g. 
Umfallung der Pektinsaure. 


13,5 g gut getrocknete Pektinsiure wurden in der gerade ndotigen 
Menge heiB8en Wassers auf dem Wasserbad gelést. (Helle, kaum noch triibe 
Fliissigkeit.) Die abermals filtrierte Lésung war absolut klar und farblos. 
Wir lieBen sie nach Anséuerung mit 20 cem 12° iger Salzséure in 1,5 ccm 
Alkohol einflieBen, dem vorher 3 ccm konzentrierter Salzséiure zugesetzt 
gewesen waren. Nach 10 Minuten wurde zentrifugiert. Der Niederschlag 
wurde so oft mit Alkohol in einer Reibschale verrieben und wieder abgesaugt, 
bis das Filtrat vollkommen chlorfrei war. Zuletzt wurde mit Ather gewaschen 
und die Pektinsaéure erst im Exsikkator, dann lange Zeit im Hochvakuum 
iiber oft erneuertem P,O, getrocknet. Ausbeute 10,4 g Pektinsaéure, die 
jetzt ein schneeweiBes Pulver bildete. Nach der Feuchtigkeitsbestimmung 
an einer Probe bei 78° im Hochvakuum betrug der Gehalt an Trocken- 


substanz 95,03 %. 


1 Nach der Hydrolyse mit 1 °%,iger H,SO, und deren Entfernung war 
daraus etwas Arabinose mittels Diphenylhydrazin abzuscheiden. 


* 
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Analyse. 
5,031 mg Substanz: 6,902 mg CO,, 2,510 mg H,O und 0,228 mg Asche. 
4.480 ,, 9 : 6,162 ,, CO, 2,208 .. H,O ,, 0,202 


Asche 4,42°,, 4,505 


Berechnet auf aschefreie Substanz: 
C = 39,19%, H 5,85°,; 
C = 39,28%, H 5,7 


Die vollstandig entwasserte Pektinsaure ist hygroskopisch. 


Drehung. 
0,1237 g in 5,0cem Wasser gelést [x],) + 167,4° (x + 8,28°, | = 2, 
c = 2,474). 
Methylalkohol nach Zeisel-Fanto-Stritar. 
0,3134 g Substanz: 0,1000 g AgJ = 4,35°, Methylalkohol. 


Ionisierbarer Wasserstoff. 


0,1103 g Substanz, in 20 cem Wasser klar gelést, verbrauchten gegen 
Phenolphthalein 1,88cem n/10 NaOH = 17,04cem n/10 NaOH fiir lg 
Pektinsaure. 

Uronsaure nach Lefévre und Tollens. 

0,4276 g Pektinsaéure: 0,0579 g 13,54°, CO, 59,58°. Galakturon- 
siure. 

Furfurolbestimmung nach Tollens. 

0,3343 g Substanz: 0,1058 g Gesamt-phloroglucid. Nach Auskochen 
mit Alkohol hinterblieben 0,0878 g von Homologen freies Furfurol-phloro- 
glucid = 26,26°, bezogen auf die Pektinséiure. 59,58°, Galakturonsaéure 
wurden nach Fhrlich und Schubert (a. a. O.) 59,58 2.64 = 22,6°, Furfurol- 
phloroglucid liefern kénnen. Das Plus an Furfurol-phloroglucid entfallt 
dann wohl auf Pentosen; nach den Aréberschen Tabellen wiirde sich ein 
Gehalt von 4,7°,, Arabinose in der Pektinséure ergeben. 


Acetyl-bestimmung. 

0,1941 g trockene Pektinsiure wurden mit 20 cem Wasser und 17 cem 
n/l10 NaOH unter RiickfluBkiihlung 6 Stunden im Wasserbad erhitzt. 
Nach dem Ansiéuern mit Schwefelsiiure wurde die Essigsiure mit Wasser- 
dampf abdestilliert und auf iibliche Art bestimmt, nachdem (aus den Kohlen- 
hydraten stammende) Ameisensiure mit H,CrO, beseitigt war. Gefunden 
9.6 mg Essigsiure = 4,95°, Essigsaure. 

Die mit etwas iiberschiissigem Baryt versetzte Loésung wurde auf ein 
kleines Volumen eingeengt, kalt vom BaCQ, in eine Platinschale abfiltriert 
und eingedampft. Zur Identifizierung (siehe nachstehend) muBte das 
Phenolphthalein vollstandig entfernt werden ; man léste daher den Riickstand 
in 20cem Wasser und destillierte nach Ansiuern mit Phosphorséure aus 
einer Nur-Schliff-Apparatur 15 cem ab. 

Im Destillat wurde die Essigséure durch die Jod-Lanthan-Reaktion 
nach D. Kriiger und E. Tschirsch' einwandfrei nachgewiesen. Diese Reaktion 


1 D. Krier u. E. Tschirsch, Ber. 62, 2782, 1929. 
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wurde im vorliegenden Falle am besten folgendermaBen! angestellt. 3 cem 
Destillat + lecem 5°,iges La(NO,), wurden mit wenigen Tropfen n NH, 
versetzt, bis eben Opaleszenz auftrat, dann wurde 1 Tropfen n/50 Jod- 
lésung hinzugefiigt. Das Gel und die Fliissigkeit farbten sich sofort violett, 
dann blau, und die Nuance verstarkte sich beim Anwarmen. 


III. Tetra-galakturonsdure a. 

Die Reindarstellung der schwer léslichen Tetraséure a, welche sich 
nach Ehrlich aus Riiben- und Obstpektin, nicht aber aus Flachspektin 
isolieren laBt, stie8 beim Tabakpektin auf Schwierigkeiten. Wir erhielten bei 
den Hydrolyseversuchen mit 1- bis 5°,iger Salzsiure und verschiedener Er- 
hitzungsdauer zwar immer einen Niederschlag; er war aber gering und durch 
dunkelbraune Zersetzungsprodukte verunreinigt, so daB auf eine nihere 
Untersuchung verzichtet werden mubBte. 

6,5 g trockenes, einmal umgefalltes Ca-Mg-Pektat wurde in 170 ccm 
Wasser gelést, mit 13 cem konz. Salzsaéure versetzt, so daB die Fliissigkeit 
2'/,°,, HCl enthielt, und auf dem Wasserbad erhitzt. Nach 1] Stunde triibte 
sich die Lésung, und es bildete sich allmahlich ein dunkler Niederschlag. 
der nach fiinfstiindigem Erhitzen abgesaugt und mit Alkohol sowie Ather 
gewaschen wurde. 0,8 g graubraunes Pulver. Die Substanz reduzierte erst 
nach der Hydrolyse. Starke Reaktion mit Naphthoresorcin. 


IV. Tetra-galakturonsdure b. 


Das Filtrat von der a-Saure wurde noch 3 Stunden auf dem Wasserbad 
erwarmt, ohne da®B eine weitere Ausscheidung auftrat. Nach Entfarbung 
mit Tierkohle wurde die Lésung im Vakuum bei 40° auf 30 ccm eingeengt 
und mit 180 cem Alkohol gefallt. Der kérnige, farblose Niederschlag wurde 
abgesaugt, mit Alkohol und Ather gewaschen und bei 78° im Hochvakuum 
bis zur Konstanz getrocknet. Ausbeute 0,9 g Tetrasaure b. 

Die Naphthoresorcin- und Orcin-probe waren positiv. Mit iiber- 
schiissiger Lauge farbte sich eine Lésung der Substanz voriibergehend 
intensiv gelb, um sich dann zu triiben. Die Verbindung wurde noch einmal 
umgefallt. 

Drehung. 
0,0606 ¢ Tetra-galakturonsaure lésten sich klar und farblos in 10,0 cem 
Wasser. [a]}) = + 239,2° (2 = + 2,90°, 1 = 2, c = 0,606). 


Titration, 


7.5cem der Lésung verbrauchten gegen Phenolphthalein 1,86 ccm 
n/10 NaOH = 40,9 cem fiir 1 g Tetrasdure (ber. fiir das Lacton 42,6 ecm). 

Durch Behandlung mit Brom-Bromwasserstoffsiure wurde fast 80°, 
der theoretisch méglichen Menge Schleimsaure erhalten. F. 212°. 


V. Galakturonsdure. 


Das Filtrat von der b-Séure wurde mit CaCO, neutralisiert, filtriert 
und im Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt. Nach erneuter Filtration 
und Behandlung mit Tierkohle wurde mit der sechsfachen Menge Alkohol 
gefallt. Der Niederschlag wurde mit Alkohol sowie Ather entwassert und 
im Exsikkator getrocknet. Ausbeute 0,7 g Ca-Galakturonat. Identifiziert 
wurde das in Wasser leicht lésliche Salz durch kraftiges Reduktionsvermégen 


1 Die Reagenzien werden in anderer Reihenfolge gemischt. 
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gegeniiber Fehlingscher Mischung, starkste Naphthoresorcinreaktion und 
durch die glatte Uberfiihrung in Schleimséure, die mit Bromwasser in 
bromwasserstoffsaurer Lésung in der Kalte vorgenommen wurde. 


VI. Enzymatische Spaltung des Tabakpektins durch Tabakpektase. 


1.3155 g bis zur Konstanz getrocknete Pektinséiure wurden in 150 cem 
warmem Wasser gelést und abgekithlt ; dann wurden 20 cem der nach Neuberg 
und Ostendor{/! mit Calciumacetat vorbehandelten Pektase-l6sung hinzu- 


gesetzt. Nach Zugabe von 2 ccm Toluol blieb das Gemisch 2 Tage bei 37° 
und 2 Tage bei Zimmertemperatur stehen. px S,i°. 


Zur Kontrolle wurden 20 cem derselben Pektase-lésung mit 150 cem 
Wasser und ebenfalls 2 cem Toluol im gleichen Brutschrank dieselbe Zeitlang 
aufbewahrt. px 5,7. 

Im Hauptversuch trat schnell ein Niederschlag aut, der sich allmahlich 
verdichtete und am Ende betrachtlich war. Er wurde abzentrifugiert. 
zweimal mit 50°,igem Alkohol auf der Zentrifuge gewaschen und schlieBlich 
mit Alkohol-Ather getrocknet. Ausbeute lg. Durch Zerlegung dieses 
Caleciumsalzes mit HCl und Ausfallung mit Alkohol wurde eine Substanz 
erhalten, die als Tetragalakturonsiure anzusprechen ist; die spezifische 
Drehung lag allerdings etwas hoéher, [a], t+ 295°, DaB durch Pektase 
Tetragalakturonat erzeugt wird, schloB schon Th. v. Fellenberg (daselbst 
andere Nomenklatur). In Fortfiihrung ihrer Pektase-Modellversuche, 
iiber die spater berichtet werden soll, gewann Cl. Ostendorf gleichfalls 
das schon in 30 Minuten als Gel sich abscheidende Calciumsalz der 
Tetraséure und freies Methanol, wenn von jener Saure der Tetra- bzw. Tri- 
methylester (dargestellt aus dem Silber- oder Bleisalz mit Jodmethy! bzw. 
nach E. Fischer und A. Speiers? Vorschrift fiir den vergleichbaren Schleim- 
sduredimethylester) als Substrat und Tabakpektase als Enzym diente. 

Von der abzentrifugierten Flissigkeit wurden 130 ccm in bekannter 
Weise anreichernd destilliert. Die erste Destillation geschah, um eine rein 
chemische Zersetzung eventuell unveranderten Substrats zu _ verhiiten, 
in vacuo. Die tibergegangene Fliissigkeit wurde dann nach v. Fellenberg 
mit Silberoxyd behandelt. In der so gereinigten und weiter eindestillierten 
Flissigkeit wurde der Methylalkohol-gehalt nach Zeisel-Fanto-Stritar 
bestimmt. Gefunden wurden 0,0587 g Methanol. 

Der Kontrollansatz wurde gleichfalls aufgearbeitet, weil ja eine aus 
Tabak gewonnene Pektase-l6sung infolge Einwirkung auf das tabakeigene 
Pektin kleine Mengen Methylalkohol enthalt. Bei gleicher Behandlung wurde, 
berechnet auf die gesamte angewendete Menge der Enzymlésung, ein Gehalt 
von 0,0036 g Methylalkohol ermittelt, bezogen auf den ganzen Hauptansatz. 

Im ganzen waren also enzymatisch 0,0551 g Methanol aus dem zu- 
gefiigten Tabakpektin durch die Tabakpektase in Freiheit gesetzt. Diese 
Menge entspricht 96,33°, des nach der chemischen Analyse (siehe 8. 469) 
in dieser Pektinséure esterférmig gebundenen Methylalkohols. 


1 C. Neuberg u. Cl. Ostendor}, a. a. O. 

* Nach A. Mehlitz (diese Zeitschr. 221, 217, 1930) liegt das py-Optimum 
der Pektase bei pu 5, wahrend es fiir die Koagulation natiirlicher Frucht- 
sifte nach H.v. Euler u. O. Svanberg (diese Zeitschr. 100, 278, 1919) 4,3 
betragt. 

2 E. Fischer u. A. Speier, Ber. 28, 3252, 1895. 











Uber neue stickstofffreie Bestandteile des Tabakrauches. 


Von 
Carl Neuberg und Joseph Burkard. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


In einer friiheren Abhandlung ist bereits hervorgehoben, daB sich 
im Tabakrauch verschiedene Aldehyde und Ketone vorfinden!. Uber die 
angekiindigte Untersuchung derselben sowie tiber das Auftreten von 
fliichtigen Sduren sei nachstehend berichtet. 

Bis zu jener Angabe war, soweit uns bekannt ist, keinerlei Be- 
obachtung tiber die Gegenwart von Carbonylkérpern im Tabakrauch 
mitgeteilt. Das Hauptaugenmerk ist namlich auf die Anwesenheit 
von Nicotin und anderen basischen Produkten im Tabakrauch gerichtet 
gewesen, im wesentlichen im Hinblick auf die pharmakologische Wertung 
dieser Stoffe. Von theoretischen Gesichtspunkten aus verdient das Vor- 
kommen von Methylalkohol im Rauch von Tabak Beachtung*. Be- 
schrieben war ferner, daB fliichtige Sauren angetroffen werden, von 
denen Butterséure nachgewiesen, Ameisensiure, Essigséure, Propion- 
siure und Valerianséure wahrscheinlich gemacht war®. 

Wie im folgenden gezeigt wird, ist das Gemenge der im Tabakrauch 
vorhandenen Sauren kompliziert zusammengesetzt. AuBer niedriger 
molekularen Fettséuren konnten wir héhere, z. B. solche mit 7 und 
8 Kohlenstoffatomen, isolieren. 

Das Vorhandensein von Aldehyden und Ketonen, die wie gesagt, 
bisher itibersehen wurden, kann nicht iiberraschen, wenn man bedenkt, 
daB der RauchprozeB gewissermaBen eine Verschwelung darstellt und teil- 
weise einer trockenen Destillation gleichkommt. Das Tabakmaterial, 
das verraucht wird, reagiert praktisch neutral, und die genannten Sauren 
sind teilweise in Form von Salzen darin enthalten. Die Aldehyde und 
Ketone sind jedenfalls nicht praformiert, sondern als Umwandlungs- 


1 ©. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 206, 240, 1929. 

2 ©. Neuberg u. B. Ottenstein, ebendaselbst 188, 217. 1927; C. Neuberg 
u. M. Kobel, 1. c. 

3 R. Kifling, Dingl. Polytechn. J. 244, 64 u. 234, 1882; vgl. auch 
Handb. d. Tabakkunde, 5. Aufl., 1925. 
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produkte zu betrachten, die durch den Rauchakt aus den normalen 
Bestandteilen des Blattes hervorgehen. Die geringste Rolle spielen 
dabei wohl die Oxysauren (Pflanzensaéuren), die in wasserigen Extrakten 
von Tabak nachgewiesen und Neutralisationsmittel der basischen Tabak- 
bestandteile (Nicotin und seiner Verwandten) sind. 

Wie naher dargelegt wird, besitzen die héheren Ketonfraktionen 
sowie die aus Tabakrauch primar isolierbaren fliichtigen Sauren optische 
Aktivitdt. Diese kann nicht herriihren von den erwahnten natiirlichen 
Pflanzenséuren Oxalsaure, Citronensaure, Bernsteinsaure, Fumarsaure 
und Apfelsawe. Die Apfelsaure ist zwar optisch aktiv, liefert aber bei 
destruktiver Verbrennung kein optisch aktives Material. Daher miissen 
andere Substanzen an der Bildung jener optisch aktiven Sauren und 
Ketone Anteil haben. Hier wird man vornehmlich an Harze bzw. an 
Aminoséuren oder EiweiB zu denken haben?. 

In reinem Zustande wurden Didthylketon sowie Dipropylketon ge- 
wonnen. AuBerdem konnte die Existenz hdéherer Ketone, die Gemische 
sind, dargetan werden; letztere treten im Verhaltnis zu den genannten 
einfachen Ketonen in den betreffenden Fraktionen in geringer Menge 
auf. Bemerkenswerterweise ist Aceton nicht gefunden worden. Man 
wird die Entstehung der Ketone als eine der Wailliamson-Friedel- 
Limprichtschen Reaktion ahnliche Prozedur zu deuten haben, d. h. man 
wird die Muttersubstanz in entsprechenden Sauren, in diesem Fall in 
der Propionsiure*, Buttersiure sowie Valeriansiure suchen miissen. 

Die schon friiher aufgefallene hohe Beteiligung von Butterséure 
an den fliichtigen Saiuren des Tabakrauchs ist nicht ohne weiteres zu 
deuten. Man wird am ehesten eine Abstammung aus Glutaminsaure 
in Betracht ziehen dirfen®. 

Die im Tabakrauch vorhandenen Aldehyde wurden als Formaldehyd4, 
Acetaldehyd und Butylaldehyd gekennzeichnet, und zwar durch das 
Auftreten der zugehérigen Sauren nach Behandlung der entsprechenden 
Fraktionen mit Silberoxyd. Dieses Mittel greift bekanntlich Alkohole 
und Ketone in nicht nennenswertem Umfange an und ist auf gesattigte 
Sauren ohne Einwirkung. Aus den Destillationsprodukten der Sauren, 
die aus den Aldehyden durch jene Oxydation erhalten waren, schieden 
wir Benzoesdure ab. Diese ist als ein Zersetzungsprodukt héherer aro- 


1 Vgl. hierzu C. Neuberg, Sitzungsber. d. Preu®. Akad. d. Wissensch. 
1907, Sitz. vom 16. Mai; C. Newberg u. E. Rosenberg, diese Zeitschr. 7. 
178, 1907. 

2 Uber ihre Bildung aus Asparagin und Asparaginséure siehe C. Neuberg 
u. C. Cappezzuoli, ebendaselbst 18, 424, 1909. 

3 Vgl. hierzu C. Neuberg u. W. Brasch. diese Zeitschr. 18, 299, 1908: 
IS, 431, 1909. 

4 Formaldehyd hat bereits A. Trillat (Chem. Centralbl. 1904, II, 303) 
kurz erwahnt. 











474 C. Neuberg u. J. Burkard: 


matischer Verbindungen unbekannter Konstitution zu betrachten, das 
bei der Destillation entsteht. 

Die Ketone, die isoliert wurden, schlieBen ihrem Verhalten nach 
ungesattigte Vertreter dieser Kérperklasse sowie Kohlenwasserstoff ein; 
solche Verbindungen kénnen bei der trockenen Destillation fettsaurer 
Salze entstehen, wie W. Dilthey} klargelegt hat. 

Man wird sich vorstellen diirfen, daB die Bildung von Ketonen und 
Aldehyden auf einen Abbau héherer Molekiilverbindungen des Tabak- 
blattes, d. h. auf die partielle Verbrennung an katalytisch wirksamen 
Oberflachen im Rauchakt, zuriickzufiihren ist. Seit Jahrzehnten ist 
bekannt, da Aldehyde und Ketone, die pyrogen erzeugt werden, unter 
mehr oder minder weitgehender Verkohlung der organischen Substanz 
entstehen, namentlich ist aber der hohe Mineralstoffgehalt des Tabaks, 
also seine Asche, dabei nicht zu vernachlassigen. Aluminium- und Eisen- 
salze, Alkalien usw. sind wirksame Katalysatoren. Zu beachten ist 
gerade hinsichtlich der Keton-entstehung die Rolle. die Erden vom 
Typus des Kalks und des Thoriumoxyds, ferner Eisenoxyds und der 
Kohle selbst notorisch zufallt. Alle diese Stoffe wirken auch im wasser- 
freien oder wasserarmen Milieu; erinnert sei an das Experiment, ein 
festes Stiick Rohrzucker, das an sich nicht entziindet werden kann, mit 
einer Spur Eisensalz zu verbrennen, d.h. an eisenhaltiger Kohle. 

Bei einem katalytisch-pyrogenen Vorgange? wird Art und Quantum 
der erzeugten Zersetzungsprodukte von der Temperatur und der Schnellig- 
keit der Prozedur abhangen, aber auch von der Menge des vorhandenen 
Wassers und namentlich von der hindurchstreifenden Luftmenge 
beeinfluBt werden. 

Um den natiirlichen Bedingungen nahezukommen, ist es unstatthaft, 
einfach eine trockene Destillation von Tabak vorzunehmen; wir haben 
deshalb, wie in friiheren Fallen, die Methode des mechanisch-inter- 
mittierenden Rauchens mit Luftzug angewendet und dafiir die damals 
beschriebene Apparatur® benutzt. 

Unsere Untersuchungen erstreckten sich auf Verrauchung von 
Pfeifentabak, den wir von der Firma Landfried in Heidelberg bezogen 
haben; er ist als ,,Pfalzer Tabak** bezeichnet. Die Verrauchung geschah 
in Porzellanpfeifen, um etwaige Zersetzungsprodukte von Holzbehaltern 


1 W. Dilthey, B. 34, 2115, 1901. 

2 In Analogie zu den Ergebnissen von H. E. Fierz-David u. M. Hanning 
(Helv. 8, 900, 1925) ist wohl als pyrogene Reaktion auch die Entstehung 
von Diacetyl zu deuten, die seit unseren ersten Angaben tiber Ketone 
im Tabakrauch (siehe S. 472) H. Schmalfuss u. H. Barthmeyer (diese Zeitschr. 
216, 330. 1929) beschrieben haben; ihren interessanten Befund kénnen 
wir bestatigen. 

3 ©. Neuberqg u. M. Kobel, a. a. O. 
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auszuschlieBen. Der tbergehende Tabakqualm strich zunachst durch 
eine Kugelréhre, die knapp zur Halfte mit 20°, iger Schwefelsiure 
beschickt war. In dieser ersten Vorlage sammeln sich teerige Massen 
an, und zugleich erfolgt eine Bindung von vielen basischen Verrauchungs- 
produkten. Dann trat der Rauch in drei mit je 600 ccm 3° ,iger Schwefel- 
siure gefiillte Vorlagen, wobei die Hauptmenge aller fliichtigen Bestand- 
teile kondensiert wurde. Die nicht verdichteten Substanzen wurden 
schlieBlich in einem Absorptionsturm mit aktiver Kohle zuriickgehalten, 
jedoch sind die hier absorbierten Verbindungen nicht mehr untersucht 
worden. Der Inhalt des ersten Kugelrohrs wurde von dem an den 
Wandungen haftenden Teer abgegossen und mit dem Inhalt der drei 
eigentlichen AbsorptionsgefaBe vereinigt. 

Verraucht haben wir insgesamt 21 kg Tabak. Die Vorlagen wurden 
nach Verrauchung von je 1 kg Tabak stets frisch gefiillt. Die Auf- 
arbeitung erfolgte derart, daB die kondensierten Rauchprodukte der 
gesamten 21 kg auf Keton verarbeitet wurden. Von dem Gemisch 
dienten 16 kg gleichzeitig zur Erfassung der Aldehyde und 15 kg zur 
Isolierung der direkt entstandenen fliichtigen Sauren. 

Es sei bemerkt, daB Lkg Tabak bei rund 50maliger Stopfung der 
Porzellanpfeife verraucht werden konnte. 

Das Schema fiir die Aufarbeitung der Absorptionsfliissigkeiten ist 
das folgende: 


Schema fiir die Aufarbeitung der Fliissigkeit, in der Rauch von 1 ke Tabak- 
blittern absorbiert war: 
Schwefelsaure Absorptionstlissigkeit (etwa 2,5 Liter mit Waschwasser) 

mit Wasserdampf destilliert 

—————_——_—————_— a ISES 

v 

Riickstand: Basen { 
Destillat A (1,5 Liter) Destillat B (5,5 Liter) 








(primare Saiuren, Aldehyde, Ketone, (primare Sauren, Ketone usw.) 
Methanol usw.) i , 

we ag ng Uber CaCO. mit Wasser- 
Mit CaCO, versetzt und demad dectiiilert 

mit Wasserdampf destilliert I 





! ! 
' ee Y . 
Destillat C (2,5 Liter) Riickstand: 
(Aldehyde, Ketone) (Ca-Salze der primaren Sauren) 


Mit Silberoxyd gekocht, danach 


v 
sae . pire Destillat E (10 Liter) 
mit Wasserdampf destilliert 


(Ketone) 


v : 
Riickstand: Silbersalze der aus den Anreicherung und Iso- 
Aldehyden entstandenen Sauren lierung der Ketone 
. 
Isolierung der Sauren Destillat D (3,5 Liter) (Ketone) 
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Das gesammelte Kondensat von 1 kg verrauchtem Tabak (mit 
Nachwaschen etwa 2,5 Liter) wurde aus der verdiinnt schwefelsauren 
Lésung mit Wasserdampf destilliert. Das Destillat enthielt die primar 
vorhandenen Sauren, Aldehyde, Ketone sowie Methanol. Am schwersten 
gingen die erst genannten sauren Substanzen iiber, so daB nach Ab- 
treiben von 1,5 Liter die Vorlage gewechselt wurde. Gesondert wurden 
dann durch weitere Behandlung mit Wasserdampf etwa 5,5 Liter 
Flissigkeit aufgefangen, die im wesentlichen die primaéren Sauren 
und ein Teil der héheren Ketone enthielt. Die beiden Fraktionen (A 
und B) wurden mit Calciumcarbonat neutralisiert und erneut destil- 
liert. Es hinterblieben die Kalksalze der im Rauch vorgebildeten 
Sauren. 

Die Trennung der Ketone von den Aldehyden geschah gema8B dem 
angefiihrten Schema durch Erwarmen mit Silberoxyd. 

Kinftige Untersuchungen miissen lehren, ob die neu aufgefundenen 
Substanzen, d.h. die Sauren, héheren Aldehyde und Ketone, eine 
physiologische Beachtung verdienen: zu den pharmakologisch ganz 
gleichgiiltigen Kérpern zahlen sie wohl nicht unbedingt?. Es ist auch 
zu prifen, ob durch Anwendung der verschiedenen Verfahren zur 
Erzielung eines an Nicotin armen oder davon freien Tabaks irgendwie 
die Quantitét und Qualitét der genannten pyrogenen Rauchbestand- 
teile beeinfluBt wird. 


Isolierung der primdren Sduren des Tabakrauchs. 


Die Lésung der Ca-Salze der fliichtigen Saéuren (siehe Schema) wurde 
vom tiberschissigen Caleciumcarbonat abfiltriert und das Caleciumcarbonat 
mehrfach mit heiSem Wasser ausgewaschen. Filtrat und Waschwasser 
wurden auf dem Wasserbad nahezu zur Trockne verdampft, den Rest 
des Wassers lieBen wir an der Luft verdunsten. Der Riickstand wurde 
mit konzentrierter Salzsiure versetzt, und die freigemachten Sauren 
wurden 15mal mit je 150 cem Ather ausgezogen. Die vereinigten atherischen 
Lésungen wurden mit frisch gegliihtem Natriumsulfat getrocknet und unter 
Verwendung eines Birektifikators auf 150 cem eingedampft. Diese wurden 
noch einmal iiber Natriumsulfat getrocknet und weiter am Birektifikator 
konzentriert. (Temperatur des Wasserbads bis 85°.) So erhielten wir 66,3 g 
Saurengemisch. das noch etwas Ather einschlo®B. Zuniachst destillierten 
wir es bei Atmospharendruck bis 185°, dann wurde der Riickstand 
in Ather aufgenommen und von der abgeschiedenen kohligen Substanz 
in einen Vakuumkolben abfiltriert. Nach Vertreiben des Athers wurde 
der Riickstand bei 15 mm destilliert. Folgende Fraktionen wurden 


aufgefangen: 


1 Siehe hierzu J. Houben, Fortschr. d. Heilstoffchem., IJ. Abteil 1. 1. 
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Tabelle I. 


Destillation der fliichtigen primaéren Séuren des Tabakrauchs. 





ae Menge 
Fraktion Siedetemperatur »auren — 
a 70 bis 110° Ameisensaure, Essigsaure 15,2 
b 110 , 130° Essigsiure, Buttersaure 16,2 
Hauptmenge bei 121° 
I 
c bis 135° Kssigsiure, Buttersdure 9,3 
d 135 bis 160° Essigsaure, Buttersaure, 11,4 
etwas Valeriansaure 
e 160 , 185° Valeriansaure, 2.9 
etwas Capronsaure 
{ Vakuum 15mm Valeriansaure, 2,8 
90 bis 105° Capronsaure 
g 105 ., 140° Hohere Sauren mit 7 und i 
S C-Atomen 
Riickstand 3,2 
Summe: | 62.7 ¢ 94.5% 


der Gesamtmenge 
yon 66,3 ¢ 


Zwecks Bestimmung der Saéuren, die in den einzelnen Fraktionen 
enthalten waren, verfuhren wir folgendermaBen: 


Fraktion a. 


Die quantitative Bestimmung der Ameisensiéure in Fraktion a erfolgte 
nach F.Freyer! durch Erhitzen mit Kaliumbichromat in schwefelsaurer 
Lésung. Auf die ganze Fraktion berechnet, ergab sich ein Gehalt von 
13,8g Ameisensiéure. Die als Differenz 15,2 minus 13,8 = 1,4 g resultierende 
Menge bestand aus reiner Essigséiure und etwas mit iibergegangenem Ather. 

Zwecks Identifizierung der Essigsdure destillierte man aus einem Teil 
der Lésung, in der man, wie oben angegeben, die Ameisensaure zerstért 
hatte, die Essigséure im Vakuum unter Einleiten von Wasserdampf ab, 
neutralisierte das Destillat genau mit Natronlauge und dampfte auf 15 ecm 
ein. Tabelle II zeigt das Ergebnis der fraktionierten Fallung mit 25° jiger 
Lésung von Silbernitrat. 


Tabelle II. 





Fallung Ag-Salz Ag Ag 
Nr. g g 0 

1 0,0944 0,0614 65,1 

2 0,1622 0,1043 64.4 

3 0,2588 0,1662 64,2 


Silbergehalt von Ag-Acetat = 64,64°/, 


1 F. Freyer, Chem. Ztg. 19, 1184, 1895. 
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Fraktion b. 

Bei der Analyse der Silbersalze der Saéuren aus Fraktion b ergab sich. 
dai der Gehalt der Fraktion b an Valeriansiure nur sehr gering war. 
Fraktion b und ¢ konnten nur Essigsiure und Butterséure enthalten. 

0,1432 g verbrauchten 22,7 cem n/10 NaOH; auf Essigsaéure berechnet, 
ergabe sich theoretisch ein Verbrauch von 23,85ccm, auf Butterséure 
berechnet 16,28cem n/10NaOH. Nach der Proportion: 1: 7.57* = «: 6,42** 
betrug der Gehalt der Fraktion b an EFssigséure 84,8 °,. 


Fraktion e¢. 
0,1445 ¢@ verbrauchen 22,05cem n/10 NaOH. Auf Essigséure be- 
rechnet ergeben sich 24,08 cem, auf Butterséure berechnet 16,4 cem n/10 
NaOH; nach der Proportion: 1: 7,68 = 2: 5,65 belief sich der Gehalt 


5 Oo 


der Fraktion ¢ an Essigséure auf 73,5°,; der Rest war Buttersdure. 


Fraktion d, e, f und g. 

Die Verteilung der einzelnen Séuren auf Fraktion d wurde durch 
fraktionierte Fallung der durch Ammoniak neutralisierten Saéuren mit 
Silbernitrat ermittelt. Den Gehalt an den einzelnen Séuren der Fraktion d 
kann man der Tabelle III entnehmen. 

Bei den Fraktionen e, f und g verfuhren wir auf gleiche Weise. Die 
erhaltenen Werte sind in Tabelle II] verzeichnet. 


Tabelle III. 





Fallung Ag-Salz Ag Ag 
Nr. £ £ 0 


Fraktion d. 


1 0,0418 0,0222 53,1 
2 0,0841 0,0494 58,8 
3 0,1593 0,1003 62,9 
4 0,1612 0,1012 62,8 
5 0,1425 0,0894 62,7 
Fraktion e. 
1 0,1001 0,0493 49,3 
2 0,1082 0,0556 51,4 
i 0,0334 0,0185 55,4 
4 0,0204 0,0119 58,4 
Fraktion f. 
1 0,1193 0,0581 48,7 
2 0,1701 0,0870 51,1 
3 0,0562 0,0299 53,2 
Theoretischer Silbergehalt. 
Ag-Acetat Ag-Propionat Ag-Butyrat Ag-Valerianat 
64,64 °,, 59,64 °,, 55,36 °,, 51,65 °,, 
* 7,57 = 23,85 — 16,28. 
** 6,42 = 22,70 — 16,28. 


APOE BS he iA th ari 
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Tabelle III. (¥ortsetzung.) 
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Fallung Ag-Salz Ag 
Nr £ £ 


Fraktion g. 


1 0,1065 0.0470 
2 0.1468 0.0681 
3 0,0638 0.0805 
Theoretischer Silbergehalt des Ag-Salzes der Saure: 
Capronat Cz Hy, Cg Hyg Og 
48.40 °,, 45,54 °,, 43,00”, 


44,1 
46,4 
47.5 


Aus einem geringen Verbrauch von verdinnter Kaliumpermanganat- 
lésung ergibt sich, daB in einzelnen Fraktionen Spuren ungesattigter 


fliichtiger Sauren anwesend waren. 


Bestimmung der aus den Aldehyden durch Oxydation mit Silberoxyd 


erhaltenen Sduren. 


Die verdiinnte Silbersalzl6sung der aus der Aldehydfraktion durch 
Kochen mit Silberoxyd entstandenen Sduren (siehe Schema 8. 475) wurde 
vom Silber und iiberschiissigen Silberoxyd abfiltriert und mit Salzséure 


versetzt, bis keine Triibung mehr entstand. Dann wurde mit 


neutralisiert und nach Zugabe von Fullererde filtriert. 

Die Lésung der erhaltenen Calciumsalze wurde auf dem Wasserbad 
verdampft und der Riickstand mit Salzséiure versetzt; die freigemachten 
Die atherische Lésung 


Séuren wurden erschépfend mit Ather ausgezogen. 


wurde scharf mit frisch gegliihtem Natriumsulfat getrocknet 


und 


Kalkmileh 


unter 


Verwendung eines Birektifikators auf 100 cem eingeengt, die wir nochmals 
le am Wasserbad ver- 
. Der Riickstand von 
22,6 g Saurengemisch wurde zunachst bei Atmospharendruck destilliert, bis 
150° erreicht waren, Den im Kolben verbliebenen Riickstand nahmen wir 
mit Ather auf, filtrierten von ausgeschiedenen dunklen Flocken und ver- 
dampften den Ather. Der Riickstand wurde schlieBlich im Vakuum von 


iiber Natriumsulfat trockneten. Der Ather wurc 
trieben und dessen Temperatur bis 85° gesteigert 


15mm destilliert. 


Hierbei gingen 3,2 g Ol iiber, das schon jim Kiihler gr6Btenteils erstarrte. 
Uber die Zerlegung der aus den Aldehyden erhaltenen Séuren in die 


einzelnen Fraktionen gibt Tabelle [TV Auskunft. 


Fraktion a. 


Die Bestimmung der Ameisenséure in Fraktion a (siehe 8. 477) ergab 


einen Gehalt an Ameisensdure von 6.33 g¢. Die 
7.97 2 entfallt auf Essigsdure. 


Fraktion b. 


Differenz 


14,3 


6,33 ¢ 


Bei Analyse der Silbersalze aus Fraktion b wurde ein Silbergehalt 


von 62,3°, gefunden. 
0,2375 @ Silbersalz gaben 0,1478¢ Ag 
0.1056 g = - 0.0658 g Ag 


62,3 °., 
62,4 %,. 


Fraktion b enthielt somit Essigsiure und Buttersaéure, vorwiegend erstere. 
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Tabelle IV. 


Destillation der aus den Aldehyden erhaltenen Sauren. 





Menge 
g 


Fraktion Siedetemperatur Siuren 


Ae eae ee 90—135° 14,3 Ameisensaure, Essigsaure 
ane 135—150° 2,65 Hssigsiure, Buttersaiure 
ce... ...| Vakuum 15mm 3,2 Benzoesiure 
Rickstand . . 1,5 

Summe: 21,65 g — 95,8% von 22,6 ¢ Siurengemisch 


Fraktion e. 

Das im Kiihlrohr erstarrteOl wurde auf Ton abgepreBt und aus heiBem 
Wasser umkristallisiert. Dabei erhielten wir weiBe Plattchen, die bei 119°, 
schmolzen, sublimierten und mit Wasserdampf fliichtig waren; nach noch- 
maligem Umkristallisieren stieg der Schmelzpunkt auf 121°. Der Misch 
schmelzpunkt mit reiner Benzoesdure lag bei 121°. Bei Behandlung mit 
Alkohol und konz. Schwefelsiure trat der charakteristische Geruch des 
Benzoeséureathylesters auf. 

Das Silbersalz des Rohproduktes enthielt 46,6°(, Silber; der Silber- 
gehalt des benzoesauren Silbers betragt 47,1 °,. 


Aufarbeitung der Ketone. 


Die Keton-destillate von 1 kg Tabak (13,5 Liter, siehe Schema 8. 475) 
wurden anreichernd destilliert; stets wurden zwei Drittel des Destillats, 
das zuniichst mit Kochsalz gesiattigt war, abgedampft. Konzentration 
bis auf 100cem pro 1 kg Tabak. Diese Portionen wurden vereinigt und 
erschépfend mit Ather extrahiert (15mal mit je 200 cem Ather auf 300 cem 
kochsalzgesattigtes Ketondestillat). Die gesamten atherischen Lésungen 
wurden nach dem Trocknen mit frisch gegliihtem Natriumsulfat unter 
Verwendung eines Birektifikators eingedampft, und ihr Riickstand wurde 
wieder scharf mit Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Verjagen des 
Athers verblieben 48,2 g¢ Ketongemisch von minz- und campherartigem 
Geruch. Durch Destillation —- zunaéchst bei Atmospharendruck, dann im 
Vakuum von 15mm und schlieBlich bei 3 mm wurden die Fraktionen 
erhalten, die in Tabelle V angegeben sind. 


Identifizierung der Ketone in den einzelnen Fraktionen. 


Die Ketone wurden als Semicarbazone und 2, 4-Di-nitrophenylhydrazone 
identifiziert. 
Fraktion a. 


Fraktion a wurde mit einer konzentrierten wasserigen Lésung von 
Semicarbazid-chlorhydrat (0,3 g), sowie 1,5cem 20° ,iger Lésung von 
Kaliumacetat versetzt und iiber Nacht zur Verdunstung des in der Fraktion 
noch enthaltenen Athers im offenen Erlenmeyer-Kolben stehengelassen. 


Die dann abgeschiedenen Kristalle wurden abfiltriert und etwas mit 
Wasser ausgewaschen. Der Schmelzpunkt des Rohproduktes war 135° 
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und stieg beim Umkristallisieren des Produktes aus Benzol auf 137° (F. des 
Diaithvlketon-semicarbazons 138°). 


Tahelle V. 


Destillation der Ketone. 


Identitiziert al 





Menge 


Fraktion Siedetemperatur 


Bei Atmospharen- Diathylketon a) Semicarbazon, 
druck, Athervorlaut k. 137° 
) 2 -)) - 
Bei Atmospharen- r Diithylketon, des . — 
druck bis 130° alia pheny iydrazon, 
: k. 149—150° 
Die folgenden 
Fraktionen im 
Vakuum. 15mm a ne ee 
oan arbazon, 
a 2 I. 131° 


538— 60° 


60 70" 


Dipropylketon 


70— 90° 5, 
In der Hauptmenge Semicarbazon- 
Ketongemisch gemisch. 
unbekannter Kon-  Zersetzungspunkt 
stitution bei 226° 
990—105° 7 2,4-Di-nitrophenyl- 
hydrazon. 
F. 186°. 


105—135° 
Nur geringe 


Vakuum 3mm Mengen Ketone 
135—160° 
Rickstand: 1.1 
der Gesamtmenge 48,2 g 


Summe: 46,05 ¢ 946°, von 


Diath ylketon-semicarbazon. 


3.110 mg gaben 0.7762 cem N (758mm, 24°). 
C,H,,N,0. Ber.: N = 29,37%; gef.: N = 28,61‘ 
(143) 
Fraktion b. 
lg 2, 4- 


2n HCl, versetzt. 


0.3 ¢ der Fraktion b wurden in etwas Alkohol gelést und mit 
Der sofort 


Di-nitrophenylhydrazin, gelést in 150 cem 
Schmelz- 


ausfallende gelbe Niederschlag wurde gewaschen und getrocknet. 
Ausbeute 0.3 g¢. Nach dem Um- 


punkt des Rohproduktes 145 bis 147°. 
kristallisieren aus Alkohol stieg der Schmelzpunkt des Hydrazons auf 149 


150° und blieb konstant. 
Das Hydrazon kristallisierte in rotgelben Nadeln, die besonders beim 
langsamen Erkalten bis zu | cm /ang wurden. 

Biochemische Zeitschrift Band 243 


bis 
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Didthylketon-2, 4-di-nitrophenylhydrazor 


4,109 mg gaben 0,7330 cem N (756mm, 24°). 
4.621 ,, »  0,8330 ,, N (756 ,, , 24°). 
4.064 ,, » 7,460 mg CO, und 1,961 mg H,0. 
4,045 ,, ., 7,412 ,, CO, ,, 1,980 ,, H,O. 
Cy HyN,O,y Ber.: © 49,62°,, H = 5,26%, N 21,05%; 
(266) gef.: €C 50,06°., H = 5,40°5, N 20,39 %,,, 
C = 49,97%, H 5,48%, N = 20,61 %. 


Fraktion e. 

a) Isolierung des Ketons mit Semicarbazid. 0,25 ¢ Keton wurden mit 
konz. wasseriger Lésung von 0.37 g Semicarbazid-chlorhydrat und 1,84 cem 
einer 20°, igen Lésung von Kaliumacetat in Alkohol versetzt. Die Lésung 
blieb klar. Bei sofortiger Zugabe von Wasser fiel ein weiBer Niederschlag 
aus, der abgesaugt, ausgewaschen und im Exsikkator tiber Chlorcalcium 
getrocknet wurde. Schmeizpunkt des Rohproduktes bei raschem Erhitzen 
124 bis 126°. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Wasser stieg der 
Schmelzpunkt auf 131°. Ausbeute an Rohprodukt 0,18 g. 


Dipropylketon semicarbazon. 
2,370 mg gaben 0,4998 ccm N, (756 mm, 24°). 
4,901 ,, oa 10,180 mg CO, und 3,910 mg H,O. 
3,696 ,, ie 7,677 ,, CO, ., 3,000 ,, H,O. 
CgH,,N;0. Ber.: C = 56,14°%, H = 9,94%, N = 24,56%; 
(171) gef.: C = 56,65%, H = 8,93%, N = 24,11%, 
C = 56,65%, H = 9,08%. 


B) Versuche zur Isolierung der Ketone mittels 2, 4-Di-nitrophenylhydra- 
zim. Aus Proben der Fraktion c konnten mit der salzsauren Lésung von 
2, 4-Di-nitrophenylhydrazin sofort sich abscheidende rote Niederschlage 
ausgefallt werden, die sich aus Alkohol umkristallisieren liesen; doch wurde 
auch durch achtmalige Wiederholung dieser Prozedur kein konstanter 
Schmelzpunkt erreicht. Die Hauptmenge schmolz gegen 128° unter vor- 
herigem Erweichen bei 110°, der Rest verfliissigte sich gegen 170°. 

_ Die Analysen des 2, 4-Di-nitrophenylhydrazons zeigten an, daB die 
Hauptmenge der Fraktion ¢ aus Dipropylketon bestand, geringe Mengen 
hoherer Ketone waren wegen der ahnlichen Léslichkeit bei dem kleinen zur 
Verfiigung stehenden Substanzquantum nicht abzutrennen. Am _ besten 
gelang die Darstellung eines Semicarbazons (siehe oben). 

Das Semicarbazon des Dipropylketons fiel naémlich sofort, wahrend 
die Semicarbazone der beigemengten Ketone, die in den weiteren Fraktionen 
in gréBerer Konzentration vorliegen, sich erst nach | bis 2 Tagen abschieden. 

Das 2,4-Di-nitrohydrazon kristallisierte in feinen rotgelben Nadeln. 

4,392 ,, » 8,430 mg CO, und 2,378 mg H,0O. 

4,850 ,, » 9,254 ,, CO, ,, 2,588 ,, H,O. 

C\3HygN,Oy. Ber.: C = 53,06%, H = 6,12%, 
(294) gef.: C = 52,35%, H = 6,06%, 
C = 53,04%, H = 5,97%. 


Fraktion d. 


0,36 g Keton wurden mit einer konzentrierten wasserigen Lésung von 
Semicarbazid-chlorhydrat (0,54 g) und 2,6 ccm einer 20 °,igen alkoholischen 
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Losung von Kalivmacetat behandelt. Die Mischung blieb klar; das Semi 
carbazon konnte durch Versetzen mit Wasser alsbald ausgefallt werden. 
Ausbeute 0,14 g, bei einem anderen Versuch mit 1g Keton 0,35 g¢ Semi- 
carbazon. Das mehrfach umkristallisierte Produkt erwies sich durch den 
Schmelzpunkt 131° als identisch mit dem aus Fraktion ¢ erhaltenen Semi- 
carbazon. Fraktion d enthielt also in der Hauptmenge ebenfalls 
Dipropylketon. 
Fraktion e. 

Das aus Fraktion e gewonnene Semicarbazon, wie das 2, 4-Di-nitro- 
phenylhydrazon war nach dem Schmelzpunkt als eine Mischung der aus 
Fraktion d und f isolierten Verbindungen anzusprechen. 

0,48 g Keton lieferten mittels konzentrierter wasseriger Lé6sung von 
0,7 g Semicarbazid-chlorhydrat und 3,6 cem 20°, iger alkoholischer Losung 
von Kaliumacetat beim Versetzen mit Wasser nach eintaigigem Stehen 
0.23 ¢ Semicarbazon, das bei 120° zu sintern begann, sodann bei 164° 
schmolz und sich oberhalb von 200° zersetzte. Durch weiteres Umkristalli- 
sieren stieg der Schmelzpunkt sehr allmahlich um 20°, wahrend das Semi- 
carbazon aus Fraktion f nach 6fterem Umbkristallisieren einen scharfen 
Zersetzungspunkt bei 226° erlangte. 


Fraktion f. 

x) 0,57g¢ Keton wurden in 20 cem Alkohol gelést und mit 1,0 g 2, 4-Di- 
nitrophenylhydrazin, gelést in 150 cem 2n HCl. versetzt. Die sich sofort 
abscheidende tiefrote Verbindung (Ausbeute 1g) besaB den Schmelz- 
punkt 145°; nach sechsmaligem Umkristallisieren aus Alkohol (1 g Substanz 
auf 100cem Alkohol) stieg der Schmelzpunkt auf 186° und blieb dann 
konstant. Der Kérper bestand aus mikrokristallinischen tiefroten Nadelchen. 

Die Analyse des 2, 4-Di-nitrophenylhydrazons ergab folgende Werte: 

3.100 mg gaben 0,6076 cem N (756mm, 24°). N = 22,43°,. 

5,390 ., » 1056 . NW (758 ,, , 2). N =— 22,44° 

3,309 ., . 6,395 mg CO, und 1,677 mg H,O. C = 52,71° 

H = 5,67°,. 


Bei Analyse eines Produktes aus einer zweiten Darstellung wurden 
fast die gleichen Werte erhalten. 


2,439 mg gaben 0,4725cem N (758mm, 24°). N 22,21 %. 
2,037 ,, » 09,4018 ,, N (758 ,, , 24%). N 22.61 %. 


2,984 ,, »  5,750mg CO, und 1,500 mg H,O. C = 52,55°%, 
H = 5,62 %. 


8) Das aus Fraktion f nach dreitagigem Stehen des Ketons mit Semi- 
carbazid-chlorhydrat und Kaliumacetat ausgefallene Semicarbazon zeigte 
nach fiinfmaligem Umkristallisieren aus Alkohol einen scharfen Zersetzungs- 
punkt bei 226° (bei raschem Erhitzen), der nach nochmaligem Umldésen 
unverandert blieb. 1g Keton lieferte nur 0,2 g Semicarbazon. Die 
Analyse fiihrte zu folgenden Daten: 

3,119 mg gaben 0,7017 cem N (758mm, 24°), N = 25,79°,.. 
980 ,, »  0,4469 ,, N (758 ,, , 24%. WN 2 , ae 
3,270 ,, » 687mg CO, und 2,358mg H,O. C = 57,3°,, 

H = 8,07%. 
3,872 mg gaben 8.19 mg CO, und 2,728mg H,O. C = 57,69°,, 
H = 7,88%. 
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Fi ein Produkt aus einer anderen Darstellung waren die Werte fast 
vleich. 


2,124 mg yvaben 0.4773 cem N (758 mm, 24°). N 25,76 ' 

1,816 ,, » O,A4126 ,, N (755 ,, , 24). N = 25,949 

3,846 ,, ‘ 8,038 mg CO, und 2,180mg H,O. C 57.00 °° 
H 6.349). 

4.704 mg gaben 9,766 mg CO, und 2,565 mg H,O. C 56,62 ° 


H 610°... 


Formeln, auf die obige Analysenzahlen stimmen, konnten nicht er- 
rechnet werden. Nach vorliegenden Erfahrungen diirfte angesichts des 
hohen Zersetzungspunktes des Semicarbazons und der tiefroten Farbe der 
2, 4-Di-nitrophenylhydrazinverbindung ein Gemisch von hdédheren  Di- 
ketonen, eventuell auch mit Furanderivaten, vorliegen; Kaliumperman- 
‘wurde von Fraktion f und auch von den folgenden Fraktionen 
augenblicklich entfarbt. (Ob es sich dabei um Doppelbindungen in den 


ganatlosung 


Ketonen oder um beigemengte ungesittigte Kohlenwasserstoffe handelt, 
ist nicht entschieden.) 

In den Fraktionen g, h und i lieBen sich nur geringe Mengen Keton 
nachweisen. 


Optische Aktivitat der aus dem Tabakrauch isolierten Verbindungen, 
a) Fliichtige Sauren. 


l-dem-Rohr, 20°. 





Fraktion d e f g Ubrige Fraktionen 


a — 0,4" 149 —2.25° Nicht polarisierbar, Inaktiv 
dunkel-braunrot 


b) Ketone. 


Il-dem-Rohr, 20°. 





Fraktion h i Ubrige Fraktionen 
ay (0,25° + 1,259 Inaktiy 


' Uber das Auftreten ungesattigter héherer Ketone bei der trockenen 


Destillation von fettsauren Selzen siehe S. 474. 


Berichtigung. 


In der Arbeit von Konrad L. Zirm: .,Zur gasometrischen Bestimmungs- 
methode der Aminogruppen nach D. D. van Slyke‘, diese Zeitschr., dieser 
Band, soll es auf 8S. 311, Zeile 19 von oben heiBen: bis 1,0°,, und 0.8 °,ige 
Caseinlésungen statt bis 10°. 
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